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La presente invention a pour objet principal I'utilisation, dans les domaines 
cosmetique et therapeutique, d'une nouvelle protease k acide aspartique dite SASPase, des 
formes tronqu6es ou deriv6es de ladite prot6ine ou d*un melange de polypeptides issu de sa 
proteolyse notamment en vue de traiter les troubles lies a un dysfonctionnement de la 
5 proliferation et/ou differenciation cellulaire. 

L'invention a egalement pour objet des sequences d*acide desoxyribonucl6ique 
codant ladite protease a acide aspartique SASPase et sa forme dite activee, les sequences 
polypeptidiques correspondantes et les utilisations desdites sequences 
desoxyribonucleiques. 

10 Les proteases sont des enzymes hydrolytiques capables de couper des liaisons 

peptidiques. Un certain nombre d'entre elles sont aujourd'hui connues corame jouant un 
role essentiel au niveau de T^quilibre et de la physiologie de T^piderrae. 

L'epiderme est conventionnellement divis6 en une couche basale de 
k^ratinocj^es constituant la couche germinative de Tepiderme, une couche dite 6pineuse 

15 constitute de plusieurs couches de cellules polyedriques disposees sur les couches 
germinatives, une a trois couches dites granuleuses constitutes de cellules aplaties 
contenant des inclusions cytoplasmiques distinctes, les grains de keratohyaline et enfm, un 
ensemble de couches superieui^es appelees couches coraees (ou stratum comeum)^ 
constituee de keratinocytes au stade terminal de leur differenciation appeles comtocytes, 

20 Les comtocytes sont des cellules anucleees principalement constitutes d^une ' 

matitre fibreuse contenant des cytokeratines, entourte d'une enveloppe comte, II y a en 
pennanence production de nouveaux ktratinocytes pour compenser la perte en continu de 
cellules epiderraiques au niveau de la couche comte selon un mecanisme dtnomme 
desquamation. Un destquilibre entre la production des cellules au niveau de la couche 

25 basale et le taxxx de desquamation pent notamment conduire a des formations d'ecaiUes a la 
surface de la peau. 

En Poccurrence, de nombreuses pathologies cutanees se caracterisent par la 
production d'lme couche comee epaissie et par une desquamation anormale, c'est-a-dire 
par une hyperkeratose. A titre d'exemple, on pent citer : 
30 - la xerose (ou secheresse cutanee), 

- les ichthyoses, 
le psoriasis. 



certaines I6sions tumorales benignes ou malignes, et 
les hyperkeratoses reactionnelles. 
A r inverse, certaines manifestations pathologiques entrainent un 
amincissement de Tepiderme et plus particuJierement de la couche comee. Ce type de 
5 manifestations se traduit alors par une fragilite excessive du revStement cutane. A titre 
representatif de ces troubles, on peut notamment citer les reactions d'origine immimitaire 
gen^ralement induites par mise en presence ou contact avec un ou plusieurs agents 
exog&nes. 

En consequence, la connaissance des polypeptides impliqu^s dans la cohesion 
10 inter com^ocytaire est une des voies qui peut permettre T^laboration de produits destines a 
lutter centre les effets d'lm exces ou d'un defaut en polypeptide(s) de ce type, en 
particulier k la surface de la peau. 

L'un des objets de Tinventioii est precisement de proposer Tutilisation dans un 
but cosmetique et/ou therapeutique d'un polypeptide implique dans la regulation du 
1 5 phenomene de differenciation/proliferation epidermique. 

Plus precisement, les inventeurs ont mis en evidence dans des keratinocytes 
humains, isole et purifie un polypeptide poss6dant dans sa sequence peptidique la sequence 
FLVDSGAQVSVV (SEQ ID NO : 1) correspondant aux sites actifs des proteases de la 
famille des proteases dites k acide aspartique. 
20 Ce polypeptide encore denomme ci-apres prot6ine SASPase, est par ailleurs 

caracterise par la presence dans sa sequence peptidique des sequences suivantes : 

- AQFLVANASAEEAnOTDVLQ (SEQ ID NO : 2) et 

- ILGVWDTAV (SEQ ID NO : 3). 

Un premier aspect de Tinvention conceme done un polypeptide isol6 et purifie, 
25 appartenant k la famille des proteases k acide aspartique caracterise en ce qu'il possede une 
sequence peptidique representee en tout ou partie par la sequence SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 et ses valiants, 

De maniere inattendue les inventeurs ont mis en evidence que la proteine 
representee par la sequence SEQ ID NO : 5, encore appelee proteine SASPase, possedait 
30 une activity proteolytique significative et ont notamment constate cette activity vis-a-vis de 
la caseine et de Tinsuline comme le montre les exemples ci-apres. 

En particulier, ^invention conceme un polypeptide dont la sequence peptidique 




est representee par la SEQ ID NO : 5. 

ns ont par aillexirs observe que cette prot6ine SASPase etait autocatalytique et 
generait a un pH compris entre 3 et 7, et de preference superieur ou egal a 4,5 une forme 
tronquee dite « SASPase activee », correspondant a la sequence SEQ ID NO : 6 capable a 
5 son tour de se dimeriser. 

La pr6sente invention a egalement pour objet un polypeptide isole et purifie, 
caracterise en ce que sa s^uence peptidique est representee par la SEQ ID NO : 6. 

La presente invention a Egalement pour objet un polypeptide isole et purifie, 
caracterise en ce que sa sequence peptidique est representee par la SEQ ID NO : 16 qui 
10 correspond a la sequence SEQ ID NO : 6 deletee de ces deux premiers acides amines. 

D'une fa9on g^nerale, on entend par homologue d'un polypeptide ou d'une 
sequence peptidique, tout polypeptide ou toute sequence peptidique ayant une homologie 
de sequence d*au moins 85 %, notamment d'au moins 90 % et en particulier d'au moins 
95 % et ayant le cas echeant le m6me type d'activite biologique que ledit polypeptide ou 
15 que ladite sequence peptidique. D'une fa9on generale, Tinvention s'etend a toutes les 
formes homologues des differents polypeptides ou sequences peptidiques cites. Ces formes 
homologues englobent les variants d^finis ci-apres. 

LMnvention s^etend en particulier aux formes homologues des polypeptides 
cites prec6demment, c'est-a-dire manifestant la mSme activite biologique et poss^dant au 
20 moins 85 %, notamment au moins 90 % et en particulier au moins 95 % d'homologie de 
sequence avec la s6quence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 

De mSme, Tinvention s'6tend aux proteines possedant au moins une homologie 
de 30 % avec la sequence de SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ^ la 
condition que Thomologie avec la sequence du site actif SEQ ID NO : 1 contenue dans les 
25 SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 soit d'au moins 80 %. 

L'invention s'6tend egalement aux proteines poss6dant la fois le motif *'as- 
partyl protease retroviral type" defini sous la reference de motif PROSITE : PS50175 ainsi 
qu'au moins un domaine transmembranaire tel que predit par les algorithmes reconnus pour 
une telle detection parmi lesquels on peux citer: PRED-TMR2, TMHMM, TMpred et 
30 SOSUI. 

Les variations considerees selon Tinvention peuvent deriver, soit de la deletion 
d'un ou plusieurs acides amines de la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou 




SEQ ID NO ; 16, ou de Taddition d'un ou plusieurs acides amines a la sequence 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16, soit encore de la substitution d*un ou 
plusieurs acides amines a la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 1 6. 
Les sequences correspondantes sont encore designees sous le terme de variants dans le 
5 cadre de la presente invention. 

A titre illustratif des variants de deletion on peut plus particuliferement citer les 
sequences peptidiques stuvantes : 

La sequence SEQ ID NO : 4 correspondant k la SEQ ID NO : 5 tronquee de 
son fragment N-terminal A 1-84, 
10 La sequence SEQ ID NO : 7 correspondant k la sequence codant pour la partie 

N-terminale de la prot6ine SASPase (SEQ ID NO : 5). L'interaction de ce fragment avec 
im ligand biologique pourrait etre une etape importante pour Tactivation de la proteine 
SASPase et notamment la generation de sa forme activ^e (SEQ ID NO : 6). 

La sequence SEQ ID NO : 8 correspondant a la sequence codant pour la partie 
1 5 dite transmembranaire de la proteine SASPase (SEQ ID NO : 5). 

La sequence SEQ ID NO : 9 correspondant a la sequence codant pour un 
peptide issu de la partie C-terminale de la proteine SASPase (SEQ ID NO : 5). 

Sont egalement couverts sous le terme de variant, les proteines de fusion de la 
proteine SASPase (SEQ ID NO : 5), de sa forme activee (SEQ ID NO : 6) ou de sa forme 
20 representee en sequence (SEQ ID NO : 16) avec im autre polypeptide, un agent de ciblage 
hydrophile ou hydrophobe ou un pr6curseur de bioconversion susceptible notamment de 
controler Tactivation de ladite prot6ine. 

U est connu que les polypeptides peuvent subir des modifications post- 
traductioimelles comme la formation de liaisons disulfures, les clivages proteolytiques 
25 sp^cifiques, T addition de glucides (glycosylation), la phosphorylation en particulier au 
niveau des serines et/ou des threonines et/ou des tyrosines, et/ou Tassociation k des lipides, 

Le polypeptide de Tinvention peut avoir subi une ou plusieurs modifications 
post-traductionnelles. En particulier, les polypeptides selon Tinvention peuvent etre 
N-glycosyl6s, phosphoryl6s, myristoyles, amides et/ou citruUines. 
30 Ainsi, Tinvention conceme egalement les polypeptides revendiques ayant subi 

ou non des modifications post-traductionnelles. 

L' invention s'etend Egalement aux formes multimeres et de preference a la 



SEQ ID NO : 16, ou de I'addition d'un ou plusieurs acides amm6s a la sequence 
SEQ ID NO : 5. SEQ ID NO : 6 ou SEQ ED NO : 16, soit encore de la substitution d'un ou 
plusieurs acides amines k la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 1 6. 
Les sequences correspondantes sont encore designees sous le teime de variants dans le 
cadre de la pr6sente inventioiL 

A titre illustratif des variants de delation on pent plus partieulidrement citer les 
sequences peptidiques suivantes : 

La sequence SEQ ID NO : 4 correspondant k la SEQ ID NO : 5 tionqude de 
son £ragment N-tenninal A 1-84. 

La sequence SEQ ID NO : 7 correspondant k la sequence de la partie 
N-terminale de la proteine SASPase (SEQ ID NO : 5). L'interaction de ce fiagment avec 
un iigaud biologique pouixait Stre une 6tape importante pour I'activation de la proteine 
SASPase et notamment la generation de sa forme activee (SEQ ID NO : 6). 

La sequence SEQ ID NO : 8 correspondant k la sequence de la partie dite 
transmembranaire de la proteine SASPase (SEQ ID NO : 5). 

La sequence SEQ ED NO : 9 correspondant a la sequence d'un peptide issu de 
la partie C-terminale de la prot6ine SASPase (SEQ ID NO : 5). 

Sont 6galement couverts sous le terme de variant, les prot6ines de fusion de la 
proteine SASPase (SEQ ID NO : 5), de sa forme activee (SEQ ID NO : 6) ou de sa forme 
represent6e en sequence (SEQ ID NO : 16) avec un autre polypeptide, un agent de ciblage - 
hydrophile ou hydrophobe ou un pr&urseur de bioconversion susceptible notamment de 
contrdler ractivation de ladite proteine. 

II est connu que les polypeptides peuvent subir des modifications post- 
traductionnelles comme la fomiation de Uaisons disulfures, les clivages prot6olytiques 
sp6cifiques, I'addition de glucides (glycosylation), la phosphorylation en particulier au 
niveau des serines et/ou des threonines et/ou des tyiosines, et/ou I'association a des hpides. 

Le polypeptide de 1 'invention peut avoir subi une ou plusieurs modifications 
post-traductionnelles. En particulier, les polypeptides selon I'invention peuvent etre 
N-glycosyl^s, phosphoryles, myristoyles, amides et/ou citrullin^s. 

Ainsi, I'invention conceme 6galement les polypeptides revendiques ayant subi 
ou non des modifications post-traductioimelles. 

L'invention s'etend 6galement aux formes multim&res et de preference k la 




SEQ ID NO: 16, ou de Taddition d'un ou plusieurs acides amines k la sequence 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16, soit encore de la substitution d'un ou 
plusieurs acides amines a la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 
Les sequences correspondantes sont encore designees sous le terme de variants dans le 
5 cadre de la presente invention. 

A titre illustratif des variants de deletion on peut plus particulierement citer les 
sequences pq^tidiques suivantes : 

La s6quence SEQ ID NO : 4 correspondant k la SEQ ID NO : 5 tronqu6e de 
son firagment N-tenninal J 7- 84, 
10 La sequence SEQ ID NO : 7 correspondant k la s6quence de la partie 

N-terminale de la proteine SASPase (SEQ ID NO : 5). L'interaction de ce fragment avec 
un ligand biologique pourrait etre une 6tape importante pour Tactivation de la prot6ine 
SASPase et notamment la generation de sa forme activee (SEQ ID NO : 6). 

La sequence SEQ ID NO : 8 correspondant a la sequence de la partie dite 
15 transmembranaire de la proteine SASPase (SEQ ID NO : 5). 

La sequence SEQ ID NO : 9 correspondant a la sequence d'un peptide issu de 
la partie C-terminale de la proteine SASPase (SEQ ID NO : 5). 

Sont egalement converts sous le terme de variant, les proteines de fusion de la 
proteine SASPase (SEQ ID NO : 5), de sa forme activee (SEQ ID NO : 6) ou de sa forme 
20 representee en sequence (SEQ ID NO : 16) avec un autre polypeptide, un agent de ciblage 
hydrophile ou hydrophobe ou mi pr6curseur de bioconversion susceptible notamment de 
controler Tactivation de ladite proteine. 

n est connu que les polypeptides peuvent subir des modifications post- 
traductionnelles comme la formation de haisons disulfiires, les clivages prot^olytiques 
25 sp6c]fiques, Taddition de glucides (glycosylation), la phosphorylation en particuli^ au 
niveau des serines et/ou des threonines et/ou des tyrosines, et/ou I'association k des lipides. 

Le polypeptide de Tinvention peut avoir subi xme ou plusieurs modifications 
post-traductionnelles. En particxilier, les polypeptides selon I'invention peuvent etre 
N-glycosyles, phosphoryles, myristoyl^s, amides et/ou citrullines. 
30 Ainsi, I'invention conceme egalement les polypeptides revendiques ayant subi 

ou non des modifications post-traductionnelles, 

L'invention s*etend 6galement aux formes multimferes et de pr6f6rence k la 



forme dimdre de la s6quence peptidique SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou 
SEQ ID NO : 16. La forme dim^re de la sequence peptidique SEQ ID NO : 6 est en 
particulier caract6risee en exemple V ci-apres. Elle peut notamment 6tre obtenue par 
association mol6culaire de la fonne monomerique ou par expression de son ADNc codant 
pour le dimere actif. 

Les polypeptides revendiquds peuvent etre d'origine naturelle ou synth^tique. 
Par synthetique, on entend ici tout polypeptide obtenu chimiquement ou par production 
dans un organisme apres introduction dans cet organisme des elements n6cessaires k cette 
production. 

lis peuvent 6tre issus de toute origine possible k savoir soit animale, en 
particulier de mammifferes et encore plus particulidiement humaine, soit v6getale, soit de 
micro-organismes (par exemple virus, phages. bact6ries, levurcs entre autres) ou encore de 
champignons, ou issu d'une surexpression dans un systeme eucaryote, par exemple une 
cellule de mammif^re, sans pr^juger du fait qu'ils soient presents de manidre naturelle ou 
non dans ledit organisme d'origine. 

PreferentieUement, les polypeptides conformes k I'invention sont d'origine 
naturelle, purifies a partir de tissus de mammif^res. plus particulidrement k partir de peau 
de mammifSres. 

En particulier, ils sont purifies k partir de peau humaine et encore plus 
particuliferement k partir d'epiderme humain. 

On sail que dans un polypeptide, un ou plusieurs r&idus d'acide amin6 peuvent 
Stre remplac^s par des r^sidus d'acide amin€ ayant un indice hydropathique similaire sans 
pour autant changer les propri6t6s biologiques du polypeptide. 

L'indice hydropathique est un indice attribue aux acides amines en fonction de 
leur hydrophobicit6 et de leur charge (Kyte et al. (1982), J. Mol. Biol, 1 57 : 105). 

Ainsi I'invention a ^galement pour objet un polypeptide tel que decrit ci-dessus 
dans lequel un rdsidu d'acide amin6 au moins a 6t6 remplac6 par un r6sidu d'acide amind 
ayant un indice hydropathique similaire. 

On peut 6galement classer les polypeptides en fonction de leur point 
iso61ectrique. 

Le point iso61ectrique theorique d'un polypeptide peut Stre d6duit de son 
enchainement en acides amines. Les polypeptides de I'invention sonl thdoriquement des 



. — . 1 



polypeptides acides. 

Ainsi les polypeptides de sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou 
SEQ ID NO : 1 6 possedent un point iso^lectrique compris enti-e 3 et 9, plus 
particxilierement entre 4 et 6 et notamment d'environ 5,8. 
5 On sait en outre que la sequence primaire en acides amines ainsi que les 

diverses modifications post-traductionnelles subies par un polypeptide font que ledit 
polypeptide peut Stre caracterise par sa masse moleculaire apparente exprimee en 
kilodaltons. 

On entend par masse mol6culaire apparente, la masse moleculaire obtenue pour 
10 le polypeptide par comparaison de la mobility electrophoretique de celui-ci avec celles de 
proteines standards de poids moleculaires connus sur gel de polyacrylamide/sodium 
dodecylsulfate, ou encore par comparaison du volume d'61ution du polypeptide avec celui 
de proteines standard de poids mol6culaires connus en chromatographie d' exclusion (selon 
les techniques decrites dans « Protein Purification », J-C. Janson et L. Ryden, VCH 
15 Publisher Inc. N.Y., 1989). (La methode retenue dans le cadre de T invention est celle 
reposant sur la mobilite electrophoretique). 

La connaissance de I'enchainement en acides amines du polypeptide de 
rinvention permet d'en determiner le poids moleculaire theorique. 

L'invention conceme done un polypeptide de sequence SEQ ID NO : 6 ayant 
20 une masse moleculaire apparente comprise entre 5 et 30 kilodaltons (kD), notamment entre 
9 et 15 kD, et plus particuli6rement entre 11 et 14 kD. En particulier, ce polypeptide de 
rinvention a ime masse moleculaire apparente de Tordre de 12kD. 

EUe vise 6galement un polypeptide de sequence SEQ ID NO : 5 ayant une 
masse moleculaire apparente comprise entre 30 et 40 kD, particulierement entre 32 et 
25 39 kD et notamment entre 35 et 38 kD. En particulier, ce polypeptide de rinvention, a une 
masse moleculaire apparente de Tordre de 37 kD. 

Comme il ressort des exemples presentes ci-apres, les inventeurs ont 
caracterise 1' expression du polypeptide dont la sequence est representee par la sequence 
SEQ ID NO : 5 dans un grand nombre de tissus biologiques humains tel que le foie foetal, 
30 le placenta, le muscle, le poumon, Tintestin grSle et surtout au niveau du cerveau et du 
coeur et plus particulierement au niveau de I'epiderme ou Texpression est particulierement 
eievee. 



II a par ailleurs dte constate que la SASPase de sequence SEQ ID NO : 5 
d6gradalt la com6odesmosine, qui est un marqueur de la desquamation. 

Enfin, la presence, dans la s6quence polypeptidique de la SASPase 
(SEQ ED NO : 5) d'un site autocatalytique correspondant k un site decrit pour la protease 
5 de type matrilysine capable d'activer les MMP de type 1, 2, et 9, t^moigne d'une activity 
potentielle de la SASPase, ainsi que de ses formes (SEQ ID NO ; 6 ou SEQ ID NO : 16) ou 
de ses fiagments, sur des substrats endogdnes et done d'applications potentielles en 
cicatrisation, r6-6pithialisation, vieillissement, angiog6n6se et canc6risation (processus 
d'invasion) pour ladite prot6ine. 
10 L'ensemble de ces informations, valide done rimplication du polypeptide 

conforme i I'invention dans le processus de proliferation et/ou diflKrenciation cellulaire et 
identifie celui-ci en tant que nouvelle cible dermato/cosm^tologique et th^rapeutique. 

En consequence, un second aspect de Tinvention conceme une composition 
comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins im polypeptide 
15 naturel ou synthetique purifie dont la sequence comprend au moins une sequence 
peptidique choisie parmi les sequences SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ED NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16. 

En particulier, la presente invention conceme une composition coinprenant, 
dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un polypeptide naturel ou 
20 synthetique purifie dont la sequence est representee en tout ou partie par la sequence - 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 et de preference qui est representee 
par la sequence peptidique SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 

La presente invention conceme egalement une composition comprenant au 
moins un polypeptide de sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16, 
25 sous vaxe forme muitimere et de preference dimdre. 

Au sens de I'invention, et sans indication contraiie, on entend couvrir sous le 
terrae polypeptide dans les compositions revendiquees les polypeptides naturels ou 
synthetiques, qu'il soit obtenu par proteolyse ou par synthese, les differentes formes post- 
traductionnelles de ceux-ci et notamment celles decrites precedemment ou encore tout 
30 polypeptide naturel ou synthetique dont la sequence est totalement ou partiellement 
constituee par les sequences precitees coname par exemple les variants decrits ci-dessus. 

II est par ailleurs connu que la sequence primaire en acides amines d'un 



polypeptide determine des sites specifiquement reconntis par les proteases qui, une fois la 
reconnaissance de ces sites effective vont, avec ou saiis fixation audit polypeptide, induire 
son clivage par proteolyse. 

En consequence, Tinvention vise egalement une composition comprenant au 
5 moins un melange de polypeptides issus de la proteolyse d'un polypeptide dont la 
sequence est representee en tout ou partie par la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 
ou SEQ ID NO : 16 et plus particulidrement, dont la sequence est representee par la 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 1 6. 

La quantite de polypeptide contenue dans les compositions de Tinvention est, 

1 0 bien entendu, fonction de Teffet recherche et peut done varier dans une large mesure. 

Pour donner un ordre de grandeur, la composition peut contenir un polypeptide 
conforme a Tinvention en une quantite representant de 0,00001 % a 50 % du poids total de 
la composition et preferentiellement en une quantite representant de 0,001 % a 10 % du 
poids total de la composition et encore plus preferentiellement en une quantite representant 

15 de 0,1 % a 1 % du poids total de la composition. 

Comme decrit precedemment, un certain nombre de desordres sont associes a 
des troubles de differenciation et/ou proliferation cellulaire, Dans la mesure oil les 
polypeptides conformes k Tinvention sont impliques au niveau de la regulation de ces deux 
phenomenes, ils constituent avantageusement des cibles potentielles pour traiter tout 

20 desordre resultant d'un dysfonctionnement de la proliferation ou de la differenciation 
cellulaires en particulier epidermiques. En consequence, outre le fait que les polypeptides 
selon rinvention peuvent Stre utilises directement k titre de mati^re active dans une 
composition cosmetique ou pharmaceutique, ils peuvent egalement eux-mSmes servir de 
cible dans xm traitement cosmetique ou pharmaceutique ou etre utilises k titre d'outils de 

25 diagnostic. 

En roccurrence, la presente invention conceme egalement Tutilisation d'un 
compose chimique ou biologique pour la preparation d'une composition destinee a 
interagir avec un polypeptide dont la sequence peptidique comprend au moins une 
sequence choisie parmi les sequences SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, 
30 SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et 
plus particulierement avec un polypeptide de sequence SEQ ID NO r 5, SEQ ID NO ; 6 ou 
SEQ ID NO : 16 ou d'en moduler Tactivite biologique. 



Ce compose biologique peut notamment etre une protease presentant un site 
specifique de reconnaissance et/ou de fixation et de conpure au sein de la sequence 
d*acides amines dudit polypeptide et de preference d*iin polypeptide ayant comme 
. sequence primaire la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 1 6. 
5 II peut egalement s'agir d'un anticorps sp6cifiique dudit polypeptide. 

En Toccurrence, il a 6t6 montre que des inhibiteurs de proteases de type 
retropepsines manifestaient Egalement un effet vis-^-vis de Tactivite de la prot6ine 
SASPase. A titre illustratif des inhibiteurs pouvant 8tre utilises selon I'invention, on peut 
notamment citer les inhibiteurs de retropepsines, notamment commercialisds par Bachem, 
10 Get inhibiteur peut Egalement etee selectionne pour interf6rer sur la 

dimerisation de la SASPase (SEQ ID NO : 5) ou de sa forme activee repr6sentee en 
sequence SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16, prealablement k son activite prot^olytique. 
Get inhibiteur peut 6galement 6tre un inhibiteur endogene capable d'inhiber 
specifiquement la SASPase ou son autoactivation. 
15 De meme, ce compose biologique peut etre un activateur. A titre representatif - 

de ceux-ci on peut notamment citer le modulateur de retropepsine RP3 caracteris6 en i 
exemple VIII ci-apres. 

De mdme, la presente invention s'6tend k Tutilisation d'un compose biologique ^■ 
ou chimique pom* la preparation d'lme composition destin^e a inhiber la dimerisation du 
20 polypeptide de sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 1 6. 

Les compositions revendiquees et considerdes selon T invention peuvent etre 
des compositions pharmaceutiques ou cosmetiques. Plus precisement, elles peuvent etre 
utilisees dans les domaines cosm6tique, dermatologique, dermato-cosmetique et 
pharmacologique. 

25 Un milieu physiologiquement acceptable est selon I'invention un milieu 

cosmetiquement ou pharmaceutiquement acceptable compatible avec la peau, les 
muqueuses, les ongles et/ou les cheveux. 

Les compositions selon I'invention peuvent 8tre appliquees sur les ongles, les 
cheveux et plus particulidrement sur la peau et les muqueuses. 

30 Elles sont particulierement avantageuses pour agir sur un ou plusieurs 

m^canismes ^pidermiques tels que la degradation de prot6me(s), I'activation d'enzyme(s), 
et/ou la regulation du ph^nomfene de diffSrenciation/proliferation 6pidennique. 



En roccurrence, les compositions selon Tinvention sont particulierement utiles 
pour suppleer a un desequilibre de la diflferenciation/proliferation dpidermique. Plus 
particulierement, elles peuvent etre utiles pour r6guler les ph6nomenes d'hydratation, 
d'inflanunation, de melanogenSse, et/ou de desquamation, le ph6nom6ne de vieillissement, 
5 les mecanismes de defense, pour la regulation de la differenciation/proliKration sur 
certains types cellulaires et cutanes : kdratinocytes, melanocytes, cellules de Langerhans, 
sebocytes, adipoc3rtes, ainsi que la regulation des phenomenes de secretion et de processus 
dMnvasion. 

D'une mani^e plus precise, les compositions revendiquees s'averent 
10 interessantes dans les domaines suivants : 

- pour trailer les affections dermatoiogiques liees a im desordre de la 
keratinisation portant sur la differenciation et sur la proliferation notamment pour traiter les 
acnes vulgaires, comedoniennes, polymorphes, rosacees, les acnes nodulokystiques, 
conglobata, les acnes seniles, les acn6s secondaires telles que I'acne solaire, 

1 5 medicamenteuse ou professionnelle, 

- pour traiter d'autres types de troubles de la k6ratinisation, 
notamment les ichtyoses, les etat ichtyosiformes, la maladie de Darrier, les d6ratodermies 
palmoplantaires, les leucoplasies et les 6tats leucoplasiformes, le lichen cutand ou 
muqueux (buccal), 

20 - pour traiter d'autres affections dermatoiogiques li^es a un trouble de 

la keratinisation avec ime composante inflammatoire et/ou immuno-allergique et 
notamment toutes les formes de psoriasis qu'il soit cutaiie, muqueux ou ungueal, et meme 
le rhximatisme psoriatique, ou encore I'atopie cutanea telle que Teczema, ou Turticaire ou 
encore rhypertrophie gingivale ; les composes peuvent egalement etre utilises dans 

25 certaines affections inflammatoires ne pr^sentant pas de trouble de la keratinisation, 

pour traiter toutes les proliferations dermiques ou epidermiques 
qu'elles soient benignes ou malignes, qu' elles soient ou non d'origine virale telles que 
vermes vulgaires, les vermes planes et repidermodysplasie verruciforme, les 
papillomatoses orales ou florides et les proliferations pouvant etre induites par les ultra- 

30 violets notanmient dans le cas des epithelioma baso- et spino-cellulaires, 

- pour traiter d'autres desordres dermatoiogiques tels que les 
dermatoses bulleuses et les maladies du coUag^ne, 



- pour rdparer ou lutter centre le vieillissement de la peau, qu'il soit 
photoinduit ou chronologique ou pour r6duire les pigmentations et les keratoses actiniques, 
ou toutes pathologies associees au vieillissement chronologique ou actinique, 

~ pour prevenir ou guerir les stigmates de Tatrophie epidermique et/ou 
5 dermique induite par les corticosteroides locaux ou systematiques, ou toute autre forme 
d'atrophie cutanee, 

- poxir prevenir ou traiter les troubles de la cicatrisation ou pour 
prevenir ou pour reparer les vergetures, et 

- pour lutter contre les troubles de la fonction s6bacee tels que 
10 1 'hypers6borrhee de Tacnd ou la s^borrhee simple. 

Dans le cas d*xme application dans le domaine cosmetique> en particulier pour 
rhygiene corporelle et capillaire, les compositions selon Tinvention sont notamment utiles 
pour le traitement des peaiax k tendance acneique, pour la repousse des cheveux, I'anti- 
chute, pour lutter contre Taspect gras de la peau ou des cheveux, dans la protection contre 

1 5 les aspects nefastes du soleil ou dans le traitement des peaux physiologiquement seches, 
pour prevenir et/ou pour lutter contre le vieillissement photoinduit ou chronologique. Elles 
peuvent egalement 6tre utiles pour am^liorer les peaux reconstruites. On peut egalement 
utiliser directement dans : le milieu de culture le polypeptide et/ou ses derives et/ou des 
modulateurs de son activite ou de son activation. 

20 Un autre objet de Tinvention est un precede de tiaitement cosm^tique destine ^ 

lutter contre les troubles cutanfe li6s un dysfonctionnement de la proliferation et/ou la 
differenciation cellulaire comme notamment les peaux sfeches, Thyperkeratose, la 
parakeratose, les troubles de sebog6n6se, les n6oplasies et/ou les signes de vieillissement 
cutan6 caract6ris6 en ce que Ton applique sur la peau, les muqueuses et/ou les fibres 

25 k^ratiniques une composition cosm6tique comprenant au moins un polypeptide dont la 
sequence peptidique comprend au moins une sequence choisie parmi les sequences 
SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16, en particulier qui est represente en 
tout ou partie par la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16, et plus 

30 particulierement qui possede la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou 
SEQ ID NO: 16. 

Le proc6de de traitement de Tinvention est un proc6d6 cosm6tique destine h 



ameliorer Taspect esthetique de I'individu subissant des troubles de la proliferation et/ou 
de ladifferenciation epidermique. 

LMnvention conceme 6galement Tutilisation d'un polypeptide dont la sequence 
peptidique comprend au moins une sequence choisie parmi les SEQ ID NO : 1, 
5 SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, 
SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et notamment qui est representee en tout ou partie par 
la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16, et plus particulierement 
qui possdde la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ m NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou d'un 
melange issu de la proteolyse de Tun de ces polypeptides pour la preparation d'une 

10 composition pharmaceutique destin^e au traitement des affections dermatologiques et 
notamment celles citees precedemment. 

En particulier, Tinvention conceme Tutilisation d*vm polypeptide ou d'un 
melange tel que decrit precedemment pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a traiter Tichtyose, le psoriasis ou toute pathologic impliquant 

15 une hyperk6ratose, une parakeratose ou ayant une composante inflammatoire. II peut 
6galement s*agir de compositions anti-douleur, de compositions pour traiter certaines 
maladies de la peau comme Teczema, la rosac6e, le psoriasis, les lichens, les prurits 
s6veres. 

Dans la mesure oix les polypeptides de sequences SEQ ID NO : 5, 
20 SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 poss^dent des homologies de structure importantes 
avec les proteines r6trovirales, comme il est montr6 dans les exemples et en figure 4, et 
notamment avec celles du viras de rimmunod6ficience humaine, ils sont egalement 
susceptibles de se comporter conmie des agents capables de moduler Tinfection virale ou 
d'etre modules par certaines antiproteases virales. 
25 En consequence, la presente invention a egalement pour objet Tutilisation d'un 

polypeptide dont la sequence peptidique comprend au moins une sequence choisie parmi 
les sequences SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16, notamment est 
representee en tout ou partie par la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou 
30 SEQ ID NO : 16, et plus particulierement qui poss^de la sequence SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 pour la preparation d'une composition antivirale. 

Ces compositions peuvent notaxrunent fitre utiles pour traiter des pathologies 



epidenniques, associees k un virus de type papillomavirus tel que HERPES ou HIV, 

Le traitement implique generalement une applicatioa sur la peau du sujet k 
trailer de la composition telle que d^crite precedemment. 

La pr6sente inventioii a ^galement pour objet I'utilisation d'une sequence 
5 peptidique choisie parmi les sequences SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 1 6 a titre 
d'outil de diagnostic ou de criblage. 

Plus pr6cis6ment, I'invention vise I'utilisation d'xane sequence peptidique 
choisie parmi les sequences SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, 
10 SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7. SEQ ID NO : 8. SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et 
plus particuli^rement d'un polypeptide qui possede la sequence SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou de ses fragments de proteolyse et de tout peptide 
synthetique d€duit de sa sequence, pour preparer ou purifier, eventuellement k partir 
d'epiderme, toute molecule, susceptible de moduler son interaction avec d'eventuels 
IS ligands. 

En outre, I'invention vise i'utilisation d'une s6quence peptidique choisie parmi 
les sequences SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8^ SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et plus 
particuli^rement d'un polypeptide qui possSde la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 

20 ou SEQ ID NO : 16 ou de ses fragments de proteolyse et de tout peptide synthetique d6duit ' 
de sa sequence, pour s61ectionner de nouvelles molecules antivirales pr^sentant moins 
d'effets secondaires. 

L'invention a 6galement pour objet I'utilisation d'une sequence peptidique 
choisie parmi les sequences SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO: 5, 

25 SEQ ID NO : 6. SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et 
plus particulierement d'un polypeptide qui possMe la sequence SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou de ses fragments de proteolyse et de tout peptide 
synthetique deduit de sa sequence, pour preparer des antiserums et/ou des anticorps 
monoclonaux specifiques, visant notamment k purifier ces proteines et leurs fragments ou k 

30 moduler leva* activite. 

Par extension, I'invention a egalement pour objet toute utilisation de ladite 
sequence pom- produire des anticorps ou fragments d'anticoips recombinants, quel que soit 



le sysleme biologique utilise pour produire ces demiers. 

L' invention a encore poui' objet un anticorps poly- ou mono-clonal caracteris6 
par le fait qu*il reconnait specifiquement un polypeptide dont la sequence peptidique est 
representee en tout ou partie par la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou 
5 SEQ ID NO : 16, et plus particuliSrenient qui est constitu6e par la sequence 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 

L'invention vise egalement ['utilisation de cet anticoips pour le diagnostic 
d'une d^ficience ou d'une svirexpression de laproteine SASPase (SEQ ID NO : 5). 

EUe conceme Egalement Tutiiisation d'un anticorps bloquant Tactivite et/ou 
10 Pactivation de la SASPase dans le traitement de pathologies caract6risees par une 
surexpression et/ou une activite exageree de la SASPase. 

L* anticorps peut etre un anticorps prepare par immunisation de toute espece 
aniraale utilisable a cette fin, particulierement le lapin. L'anticorps peut etre prepare par 
immunisation a Taide d'un polypeptide de Tinvention que celui-ci soit d'origine naturelle 
1 5 ou synthetique ou recombinante de preference purifi6. 

On sait qu'une prot6ine est syn1h6tis6e dans les cellules a partir d'une matrice 
d'acide d6soxyribonucl6ique (ADN) codant pour ladite proteine. On sait Egalement que le 
code g6n6tique est d6g6n6re. Ainsi, la sequence d'acides amines du polypeptide de 
Tinvention peut 6tre issue de differentes sequences d'acide d6soxyribonucleique, naturelles 
20 ou synthetiques. Par sequence d'acide desoxyribonucl6ique syntlietique, on entend ici toute 
sequence obtenue chimiquement ou par manipulation genetique. 

Lesdites sequences d'acide desoxyribonucleique peuvent Stre issues de toutes 
origines possibles a savoir soit animale, en particulier de mammiferes et encore plus 
particulierement humaine, soit vegetale, soit de micro-organismes (virus, phages, bacteries 
25 entre autres) ou encore de champignons, sans prejuger du fait qu'elles soient presentes de 
maniere naturelle ou non dans ledit organisme d'origine, 

En i'occurrence, I'invention se rapporte aux fragments d*acide 
desoxyribonucleique isoles et purifies codant les polypeptides revendiques. 

Au cours de ces travaux, la demanderesse a pu isoler et purifier les fragments 
30 d'acide desoxyribonucleique codant les sequences primaires d'acides amines des 
polypeptides de sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO :16 a partu- de 
peau humaine. 



L'invention a pom objet un fragment d'acide d&oxyribonucleique isol6 et 
piiiifie dont la sequence nucleotidique comprend au moins la sequence SEQ ED NO : 16 
nucleotidique codante et en particulier est representee par la sequence nucleotidique 
codante SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 
5 Les sequences d'acides nucleiques selon Tinvention peuvent notamment etre 

utilisees pour preparer des sequences d'acide ribonucleique correspondantes sens ou 
antisens. 

L'invention a 6galement pour objet tout polynucleotide, acide ribonucleique ou 
d&oxyribonucl^ique, sens ou antisens, notamment « Small interferential RNA», 
10 correspondants au moins a la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 5, 
SEQIDNO:6ouSEQIDNO: 16. 

Les sequences d'acides nucl6iques de Tinvention peuvent 6galement etre 
utilis6es pour realiser des amorces oligonucl6otidiques, qui s'hybrident dans des conditions 
de forte stringence a la sequence SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, 
15 SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16. 

Ces amorces oligonucleotidiques sens et/ou antisens peuvent etre utiles pour 
des reactions de sequen9age ou d' amplification specifique selon la technique dite de PGR 
(reaction de polymerisation en chaine) ou toute autre variante de celle-ci dans le but de 
clonage, d' identification ou de diagnostic d*un polypeptide representee par la s6quence 
20 SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 ou SEQ ID NO : 1 6. 

Pr^ferentiellement, les sondes ou amorces de Tinvention sont marquees, 
prealablement k leur utilisation. Pour cela, plxisiexirs techniques sont k la port^e de 
Thomme du metier comme par exemple le marquage fluorescent, radioactif, 
25 chimioluminescent ou enzymatique. 

Les m6thodes de diagnostic in vitro dans lesquelles ces sondes nucleotidiques 
sont mises en oeuvre pour la detection de syntheses de sequences nucleiques codant pour 
un polypeptide selon Tinvention sont incluses dans la presente invention. 

Le fragment d'ADN correspondant a la sequence SEQ ID NO : 5, 
30 SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 pent ^galement etre introduit dans un vecteur 
d'expression permettant ainsi la synthese d'une prot^ine dite recombinante correspondante. 

L'invention a done 6galement pour objet un vecteur d'expression recombinant 




I/invention a pour objet un fragment d'acide desoxyribonucleique isol6 et 
purific donl la sequence nucleotidique comprend au moins la sequence nucleotidique 
codante SEQ ID NO : 24 et en particulier est representee par la sequence nucleotidique 
codante SEQ ID NO : 19, SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24. 

Les sequences d'acides nucleiques selon Tiavenlion peuvent notamment Stre 
utilis6es pour preparer des sequences d'acide ribonucl^ique correspondantes sens ou 
antisens. 

L' invention a ^galement pour objet tout polynucleotide, acide ribonucl6ique ou 
desoxyribonucl6ique, sens ou antisens, notamment « Small interferential RNA », 
correspondants au moins k la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24. 

Les sequences d'acides nucleiques de Tinvention peuvent 6galement Stre 
utilisees pour realiser des amorces oligonucleotidiques, qui s'hybrident dans des conditions 
de forte stringence a la sequence SEQ ID NO : 17, SEQ ID NO : 18, SEQ ID NO : 19, 
SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO : 21, SEQ ID NO : 22, SEQ ID NO : 23 et SEQ ID NO : 24. 

Ces amorces oligonucl6otidiques sens et/ou antisens peuvent etre utiles po\ir 
des reactions de sequengage ou d' amplification specifique selon la technique dite de PGR 
(reaction de polymerisation en chaine) ou toute autre vaiiante de celle-ci dans le but de 
clonage, d'identification ou de diagnostic d'un polypeptide representee par la sequence 
SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 ou SEQ ID NO : 16. 

Pr6f6rentiellement, les sondes ou amorces de Tinvention sont marquees, 
pr6alablement a leur utilisation. Pour cela, plusiexars techniques sont a la portee de 
rhomme du metier comme par exemple le marquage fluorescent, radioactif, 
chimioluminescent ou enzymatique. 

Les methodes de diagnostic in vitro dans lesquelles ces sondes nucleotidiques 
sont mises en oeuvre pour la detection de synthases de sequences nucleiques codant pour 
un polypeptide selon T invention sont incluses dans la presente invention. 

Le fragment d'ADN correspondant k la sequence SEQ ID NO : 19, 
SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24 pent egalement etre introduit dans un vecteur 
d' expression permettant ainsi la synthese d'une proteine dite recombinante con*espondante. 

L'invention a done Egalement pour objet un vecteur d'expression recombinant 
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L'invention a pour objet un fragment d'acide desoxyribonucleique isole et 
purifi6 dont la s6quence nucl6otidique comprend au moins la sequence nucleotidique 
codante SEQ ID NO : 24 et en particulier est repi^entte par la sequence nucI6otidique 
codante SEQ ED NO : 19, SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24. 

Les sequences d'acides nucleiques selon I'mvention peuvent notanun«it Stre 
utilis6es pour preparer des sequences d'acide ribonucleique coirespondantes sens ou 
antisens. 

L'invention a 6salement pour objet tout polynucl6otide, acide ribonucl6ique ou 
desoxyribonucl6ique, sens ou antisens. notamment « Small interferential RNA», 
correspondants au moins k la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24. 

Les sequences d'acides nucl6iques de l'invention peuvent egalement etre 
utilis6es pour r^aliser des amorces oligonucltotidiques, qui s'hybrident dans des conditions 
de forte stringence k la sequence SEQ ED NO : 17, SEQ ID NO : 18, SEQ ID NO : 19, 

SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO : 2 1 . SEQ ID NO : 22, SEQ ID NO : 23 et SEQ ID NO : 24. ' 

Ces amorces oligonucl6otidiques sens et/ou antisens peuvent 6tre utiles pour 
des reactions de s6quen9age ou d'amplification sp6cifique selon la technique dite de PGR 
(reaction de polymerisation en chaine) ou toute autre variante de celle-ci dans le but de 
clonage, d'identification ou de diagnostic d'un polypeptide representee par la sequence • 
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO: 6. SEQ ID NO: 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ED NO : 9 ou SEQ ID NO : 16. 

Pr6ferentiellement, les sondes ou amorces de l'invention sont marqu6es, 
pr6alablement a leur utilisation. Pour cela, plusieurs techniques sont k la portte de 
I'homme du m6tier comme par exemple le marquage fluorescent, radioactif, 
chimioluminescent ou enzymatique. 

Les mdlhodes de diagnostic in vitro dans lesquelles ces sondes nucl^otidiques 
sont mises en oeuvre pour la detection de synthases de s6quences nucl6iques codant pour 
un polypeptide selon l'invention sont incluses dans la pr6sente invention. 

Le fragment d'ADN correspondant k la sequence SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24 peut egalement 8tre introduit dans un vecteui^ 
d'expression permettant ainsi la synthese d'une proteine dite recombinante correspcndante. 

L'invention a done egalement pour objet un vecteur d'expression recombinant 
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conlenant tout ou partie de la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 

L*invention a egalement pour objet une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant, dans \m milieu physiologiquement acceptable une sequence 
5 d'acide d6soxyribonucleique, naturelle ou synthetique, codant pour la sequence primaire 
d*acides amines d'lm polypeptide confomie k Tinvention ou une sequence d'acide 
ribonucleique sens ou antisens, notanmient antisens interferentiel, correspondants h ladite 
sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 

D'lme manifere g^nerale, toute composition de Tinvention peut Stre ing6ree, 
10 injectee ou appliqu6e sur la peau (sur toute zone cutanee du corps) ou sur les muqueuses 
(buccale, jugale, gingivale, genitale, conjonctivale, ...)• 

De preference, \me composition de Tinvention est appliquee sur la peau ou les 

muqueuses. 

Selon le mode d' administration considere, elle peut se presenter sous toutes les 
15 formes galeniques normalement utilisees. 

Pour une application topique sur la peau, la composition peut avoir la forme 
notanmient de solutions aqueuses ou huileuses ou de dispersions du type lotion ou serum, 
d 'Emulsions de consistance liquide ou semi-liquide du type lait, obtenues par dispersion 
d'une phase grasse dans une phase aqueuse (H/E) ou inversement (E/H), ou de suspensions 
20 ou emulsions de consistance moUe du type creme ou gel aqueux ou anhydres, ou encore de 
microcapsules ou microparticules, ou de dispersions v&iculaires de type ionique et/ou non 
ionique ou de mousses. Ces compositions sont pr6par6es selon les methodes usuelles. 

Pour rinjection, la composition peut se presenter sous forme de lotions 
aqueuses, huileuses ou sous forme de scrums. Pour les yeux, elle peut se presenter sous 
25 forme de gouttes et pour T ingestion, elle peut se presenter sous forme de capsules, de 
granules, de sirops ou de comprunes. 

Les quantites des differents constituants des compositions selon 1' invention 
sont celles classiquement utilis6es dans les domaines consideres. 

Dans le domaine de la cosmetique, ces compositions constituent notamment 
30 des cremes de nettoyage, de protection, de traitement ou de soin pour le visage, pour les 
mains, pour les pieds, pour les grands plis anatomiques ou pour le corps (par exemple 
crimes de jour, crimes de nuit, crimes de dimaquillage, crimes de fond de teint, crimes 




contenant tout ou partie de la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 19, 
SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24. 

L'invention a egalemenl pour objet \uie composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable une sequence 
d'acide desoxyribonucleique, naturelle ou synthetique, codant pour la sequence primaire 
d'acides amines d'un polypeptide conforme k Tinvention ou une sequence d'acide 
ribonucl6ique sens ou antisens, notamment antisens interf6rentiel, correspondants k ladite 
sequence SEQ ID NO : 19, SEQ ID NO : 20 ou SEQ ED NO : 24, 

D*ime maniere gendrale, toute composition de Tinvention pent etre ingeree, 
inject6e ou appliquee sur la peau (sur toute zone cutan6e du corps) ou sur les muqueuses 
(buccale, jugale, gingivale, g^nitale, conjonctivale, ...). 

De preference, une composition de Tinvention est appliquee sur la peau ou les 

muqueuses. 

Selon le mode d'admiiiistration considere, elle peut se pr6senter sous toutes les 
fomies galeniques normalement utilisees. 

Pour une application topique sur la peau, la composition peut avoir la forme> 
notamment de solutions aqueuses ou huileuses ou de dispersions du type lotion ou s6rum,^ 
d'emulsions de consistance liquide ou senu-liquide du type lait, obtenues par dispersion; 
d'une phase grasse dans une phase aqueuse (H/E) ou inversement (E/H), ou de suspensions: 
ou emulsions de consistance molle du type cr^me ou gel aqueux ou anhydres, ou encore de 
microcapsules ou microparticules, ou de dispersions v6siculaires de type ionique et/ou non 
ionique ou de mousses. Ces compositions sout pr6par6es selon les m^thodes usuelles. 

Pour rinjection, la composition peut se presenter sous forme de lotions 
aqueuses, huileuses ou sous forme de s6rums. Pour les yeux, elle peut se pr6senter sous 
forme de gouttes et pour Tingestion, eUe peut se presenter sous forme de capsules, de 
granules, de sirops ou de comprimes. 

Les quantites des differents constituants des compositions selon Tinvention 
sont celles classiquement utilisees dans les domaines consideres. 

Dans le domaine de la cosmetique, ces compositions constituent notamment 
des cremes de nettoyage, de protection, de tiaitement ou de soin pom' le visage, pour les 
mains, poiu* les pieds, pom* les giands plis anatomiques ou pour le corps (par exemple 
cremes de jour, crimes de nuit, crimes de d^maquillage, cremes de fond de teint, cremes 




contenant tout ou partie de la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 19, 
SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24. 

L'invention a egalement pour objet une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable une s6quence 
d'acide desoxyiibonucleique, naturelle ou synth6tique, codant pour la sequence primaire 
d'acides amines d'un polypeptide confonne k Tinvention ou une sequence d'acide 
ribonucl6ique sens ou antisras, notamment antisens interfferentiel, correspondants k ladite 
s6quence SEQ ID NO : 19, SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24. 

D'une manifere generale, toute composition de Tinvention peut 6tre inger6e, 
injectee ou appliquee sur la peau (sur toute zone cutanee du corps) ou sur les muqueuses 
(buccalejugale, gingivale, g6nitale, conjonctivale, ...). 

De preference, une composition de Tinvention est appliquee sur la peau ou les 

muqueuses. 

Selon le mode d' administration considere, elle peut se presenter sous toutes les 
formes galeniques normalement utilisees. 

Pour une application topique sur la peau, la composition peut avoir la forme 
notamment de solutions aqueuses ou huileuses ou de dispersions du type lotion ou s6rum, 
d'emulsions de consistance liquide ou semi-liquide du type lait, obtenues par dispersion 
d'une phase grasse dans ime phase aqueuse (H/E) ou inversement (E/H), ou de suspensions 
ou Emulsions de consistance moUe du type creme ou gel aqueux ou anhydres, ou encore de 
microcapsules ou microparticules, ou de dispersions v6siculaires de type ionique el/ou non 
ionique ou de mousses. Ces compositions sont prdparees selon les m^thodes usuelles. 

Pour rinjection, la composition peut se presenter sous forme de lotions 
aqueuses, huileuses ou sous forme de s6rums. Pour les yeux, elle peut se presenter sous 
fomie de gouttes et pour Tingestion, elle peut se presenter sous fomie de capsules, de 
granules, de sirops ou de comprim6s. 

Les quantites des dififerents constituants des compositions selon Tinvention 
sont celles classiquement utilisees dans les domaines consideres. 

Dans le domaine de la cosmetique, ces compositions constituent notamment 
des crfemes de nettoyage, de protection, de traitement ou de soin pour le visage, pour les 
mains, pour les pieds, pour les grands plis anatomiques ou poxir le corps (par exemple 
cremes de jour, cremes de nuit, cremes de demaquillage, crimes de fond de teint, cremes 



anti-solaires), des fonds de teint fluides, des laits de demaquillage, des laits corporels de 
protection ou de soin, des laits anti-solaires, des lotions, gels ou mousses pour le soin de la 
peau, comme des lotions de nettoyage, des lotions anti-solaires, des lotions de bronzage 
artificiel, des compositions pour le bain, des compositions desodorisantes comprenant un 
5 agent bactericide, des gels ou lotions apres-rasage, des cremes epilatoires, des 
compositions contre les piqures d'insectes, des compositions anti-douleur, des 
compositions pour traiter certaines maladies de la peau conune Teczema, la rosas6e, le 
psoriasis, les lichens et les prurits severes. 

Les compositions selon Tinvention peuvent egalement consister en des 

10 preparations solides constituant des savons ou des pains de nettoyage, 

Les compositions peuvent aussi Stre conditionnees sous forme de composition 
pour aerosol comprenant egalement un agent propulseur sous pression. 

Une composition selon Tinvention peut aussi 6tre une composition pour les 
soins du cuir chevelu, et notamment xm shampoing, une lotion de mise en plis, une lotion 

15 traitante, une creme ou un gel coiffant, me composition de teintures (notamment teintures 
d'oxydation) eventuellement sous forme de shampoings colorants, de lotions 
restructurantes pour les cheveux, une composition de permanente (notamment tme y 
composition pour le premier temps d'une permanente), une lotion ou un gel antichute, un 
shampoing antiparasitaire, antipelliculaire etc. s' 

20 Une composition peut aussi 6tre a usage bucco-dentaire, par exemple une pate v 

dentifrice. Dans ce cas, la composition peut contenir des adjuvants et additifs usuels pour 
les compositions k usage buccal et notamment des agents tensioactifs, des agents 
6paississants, des agents hiraiectants, des agents de polissage tels que la silice, divers 
ingredients actifs comme les fluorures, en particulier le fluorure de sodium, et 

25 Eventuellement des agents 6dulcorants comme le saccharinate de sodium. 

Lorsque la composition est une Emulsion, la proportion de la phase grasse peut 
varier d'environ 5 % a 80 % en poids, et de preference d'environ 5 % a 50 % en poids par 
rapport au poids total de la composition. Les huiles, les cires, les emulsionnants et les co- 
emulsionnants utilises dans la composition sous forme d' emulsion sont choisis parmi ceux 

30 classiquement utilises dans le domaine cosmetique. L'6mulsionnant et le co-emulsionnant 
sont presents, dans la composition, en une proportion allant de 0,3 % a 30 % en poids, et de 
prEfErence de 0,5 % a 20 % en poids par rapport au poids total de la composition. 




L'emulsion peut, en outre, contenir des vdsicules lipidiques. 

Lorsque la composition est une solution ou un gel huileux, la phase grasse peut 
repr&enter plus de 90 % du poids total de la composition. 

De fa9on connue, la composition cosmetique peut contenir egalement des 
5 adjuvants habituels dans le domaine cosm6tique, tels que les gelifiants hydrophiles ou 
lipophiies, les additifs hydrophiles ou lipophiles, les conservateurs, les antioxydants, les 
solvants, les parfums, les charges, les filtres, les absorbeurs d'odeui-s et les matieres 
colorantes. Les quantit^s de ces differents adjuvants sont celles classiquement utilisees 
dans le domaine cosmetique, et par exemple varient d'environ 0,01 % i 10 % du poids 
10 total de la composition. Ces adjuvants, selon leur nature, peuvent etre introduits dans la 
phase grasse, dans la phase aqueuse et/ou dans les spherules lipidiques, 

Comme hmles ou cires utilisables dans Tinvention, on peut citer les huiles 
min6rales (huile de vaseline), les huiles vegetales (fraction liquide du beurre de karite, 
huile de toumesol), les huiles animales (perhydrosqualene), les huiles de synthese (huile de 
15 Purcellin), les huiles ou cires siliconees (cyclomethicone) et les huiles fluorees 
(perfluoropolyethers), les cires d'abeille, de carnauba ou parafiBne. On peut ajouter a ces 
huiles des alcools gras et des acides gras (acide stearique). Comme emulsionnants 
utilisables dans T invention, on peut citer par exemple le stearate de glycerol, le polysorbate 
60 et le melange de . PEG-6/PEG-32/Glycol Stearate vendu sous la denomination de 
20 Tefose® 63 par la societe Gattefosse. 

Comme solvants utilisables dans T invention, on peut citer les alcools inftrieurs 
notamment T^thanol et IMsopropanol et le propylene glycol. 

Comme g61ifiants hydrophiles utilisables dans T invention, on peut citer les 
polym^res carboxyvinyliques (carbomer®), les copolymeres acryliques tels que les 
25 copolymeres d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamides, les polysaccharides tels que 
rhydroxypropylcellulose, les gommes naturelles et les argiles, et, comme g^Iifiants 
lipophiles, on peut citer les argiles modifiees comme les bentones, les sels metalliques 
d'acides gras comme les stearates d'aluminium, la silice hydrophobe, Pethylcellulose et le 
polyethylene. 

30 La composition peut contenir d'autres actifs hydrophiles comme les proteines 

ou les hydrolysats de prot6ines, les acides amines, les polyols, Puree, Tallantoine, les 
sucres et les deriv6s de sucre, les vitamines hydrosolubles, les extraits v^getaux et les 



hydroxyacides. 

Comme actifs lipophiles, on peut utiliser le retinol (vitamine A) et ses derives, 
le tocopherol (vitamine E) et ses derives, les acides gras essentiels, les ceramides, les 
huiles essentielies, I'acide salicylique et ses derives. 
5 Selon T invention la composition peut associer au moins un autre agent actif 

destine notamment a la prevention et/ou au traitement des affections cutanees. Pami ces 
agents actifs, on peut citer a titre d'exemple : 

- les agents diminuant la differenciation el/ou la proliferation et/ou la 
pigmentation cutan^e tels que I'acide r^tinoi'que et ses isomdres, le retinol et ses esters, la 

10 vitamine D et ses derives, les oestrogenes tels que Toestradiol, Tacide kojique ou 
Thydroquinone ; 

- les antibacteriens tels que le phosphate de clindamycine, 
i*6rytfaromycine ou les antibiotiques de la classe des tetracyclines ; 

- les antiparasitaires, en particulier le metronidazole, le crotamiton ou 
15 les pyrethrinoYdes ; 

- les antifongiques, en particulier les composes appartenant a la classe 
des imidazoles tels que Teconazole, k6toconazole ou le miconazole ou leurs sels, les 
composes polyenes, tels que I'amphotericine B, les composes de la famille des allylamines, 
tels que la terbinafine, ou encore Toctopirox ; 

20 - les agents antiviraux tels que Tacyclovir ; 

- les agents anti-inflammatoires st6roidiens, tels que I'hydrocortisone, 
le valerate de betamethasone ou le propionate de clobetasol, ou les agents anti- 
inflammatoires non-st6roidiens comme par exemple Tibuprofene et ses sels, le diclofenac 
et ses sels, I'acide ac^tylsalicylique, Tacetaminophdne ou Tacide glycyrrhizique ; 

25 - les agents anesth&iques tels que le chlorhydi^ate de lidocaine et ses 

derives ; 

- les agents antiprurigineux comme la thenaldine, la trimeprazine ou la 

cyproheptadine ; 

- les agents keratolytiques tels que les acides a- et P- 
30 hydroxycarboxyliques ou |3-cetocarboxyliques, leurs sels, amides ou esters et plus 

particulierement les hydroxyacides tels que Tacide glycolique, I'acide lactique, I'acide 
salicylique, I'acide citrique et de maniere g6nerale les acides de fruits, et Tacide n- 



octanoyl-5-salicylique ; 

les agents anti-radicaux libres, tels que I'a-tocopherol ou ses esters, 
les superoxyde dismutases, certains ch^latants de m6taux ou Tacide ascorbique et ses 
esters ; 

5 - les antiseboiTh^iques tels que la progesterone ; 

les antipelliculaires conune I'octopirox ou la pyrithione de zinc ; 
les antiacn6iques comme Tacide retinoique ou le peroxyde de 

benzoyle. 

Ainsi, selon le mode particulier, la composition selon Tinvention comprend 
10 egalement au moins im agent choisi parmi les agents antibacteriens, antiparasitaires, 
antifongiques, antiviraux, anti-inflammatoires, antiprurigineux, anesthesiques, 
kdratolytiques, anti-radicaux libres, anti-seborrheiques, antipelliculaires, antiacneiques 
et/ou les agents diminuant la di£f6renciation et/ou la proliferation et/ou la pigmentation 
cutanee. 

15 Les exemples figurant ci-apres sont presentes a titre illustratif et non limitatif 

de rinvention. 



Figures ; 

- Figure 1 : Photographic du gel d'6Iectrophor&e 2D obtenu selon Texemple 

20 I, 

- Figure 2 : Representation de Tinfluence du pH sur Tactivit^ prot6olytique 
de la SASPase, 

- Figure 3 : Analyse de Tactivit^ d'un certain nombre de modulateurs 
conventionnels vis-^-vis de Tactivite proteolytique de la SASPase, 

25 - Figure 4 : Representation des homologies de structui'e entre la SASPase et 

des proteases, 

- Figure 5 : Representation des sequences nucleotidique et peptidique de la 
SEQ ID NO : 5, 

- Figure 6 : Representation des sequences nucleotidiques et peptidiques des 
30 sequences SEQ ID NO : 4 et SEQ ID NO : 7, 

- Figure 7 : Representation des sequences nucleotidiques et peptidiques des 
sequences SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ED NO : 1 et SEQ ID NO : 6. 



octanoyl-5-salicylique ; 

- les agents anti-radicaux libres, tels que I'a-tocopherol ou ses esters, 
les superoxyde dismutases, certains chelatants de metaux ou I'acide ascorbique et ses 
esters ; 

- les antiseborrheiques tels que la progesterone ; 

- les antipelliculaues comme Toctopirox ou la pyrilhione de zinc ; 

- les antiacneiques comme Tacide retinoique ou le peroxyde de 

benzoyle. 

Ainsi, selon le mode particulier, la composition selon Tinvention comprend 
egalement au moins un agent choisi parmi les agents antibacteriens, antiparasitaires, 
antifongiques, antiviraux, anti-inflammatoires, antiprurigineux, anesthesiques, 
keratolytiques, anti-radicaux libres, anti-seborrheiques, antipelliculaires, antiacneiques 
et/ou les agents diminuant la diff^renciation et/ou la proliferation et/ou la pigmentation 
cutan6e, 

Les exemples figurant ci-apres sont present6s k titre illustratif et non limitatif . 
de rinvention. 

Figures : 

- Figure 1 : Photographic du gel d'electrophordse 2D obtenu selon Texemple; 

I, 

- Figure 2 : Representation de Tinfluence du pH sur Tactivite prot^olytique 
de la SASPase, 

- Figure 3 : Analyse de Tactivite d'un certain nombre de modulateurs 
conventionnels vis-a-vis de I'activite proteolytique de la SASPase, 

- Figure 4 : Representation des homologies de structure entre la SASPase et 
des proteases, 

- Figure 5 : Representation de la sequence peptidique de la SEQ ID NO : 5, 
et de la sequence nucl6otidique coixespondante SEQ ID NO : 19, 

- Figm-e 6 ; Representation des sequences peptidiques des sequences 
SEQ ID NO: 4 et SEQ ID NO : 7 et de leui's sequences nucleotidiques 
correspondantes SEQ ID NO : 18 et SEQ ID NO : 21, 

- Figme 7 : Representation des sequences peptidiques SEQ ID NO : 8, 




octanoyl-5-salicyIique ; 

- les agents anti-radicaux libres, tels que I'a-tocopherol ou ses esters, 
les superoxyde dismutases, certains chelatants de metaux ou Tacide ascorbique et ses 
esters ; 

les antiseborrh^iques tels que la progesterone ; 

- les antipelliculaires comme I'octopirox ou la pyrithione de zinc ; 

- les antiacn6iques comme Pacide retinoique ou le peroxyde de 

benzoyle. 

Ainsi, selon le mode particulier, la composition selon rinvention comprend 
6galement au moins un agent choisi pamii les agents antibact6riens, antiparasitaires, 
antifongiques, antiviraux, anti-inflammatoires, antiprurigineux, anesthesiques, 
Iceratolytiques, anti-radicaux Ubres, anti-seborrheiques, antipelUculaires, antiacneiques 
et/ou les agents diminuant la dififerenciation et/ou la proliferation et/ou la pigmentation 
cutanee. 

Les exemples figurant ci-apres sont presentes a titre illustratif et non limitatif 
de rinvention. 



Figures : 

- Figure 1 : Photographic du gel d'electrophorese 2D pbtenu selon 1' exemple 

I, 

r Figure 2 : Repr&entatLon de Tinfluence du pH sur I'activitS prot6olytique 
de la S ASPase, 

- Figure 3 : Analyse de I'activite d'un certain norabre de modulateurs 
conventiomiels vis-^-vis de Tactivit^ proteolytique de la SASPase, 

- Figure 4 : Representation des homologies de structure entre la SASPase et 
des proteases, 

- Figure 5 : Representation de la sequence peptidique de la SEQ ID NO : 5, 
et de la sequence nucl6otidique correspondante SEQ ID NO : 19, 

- Figure 6 : Representation des sequences peptidiques des sequences 
SEQ ID NO: 4 et SEQ ID NO : 7 et de leurs sequences nucleotidiques 
correspondantes SEQ ID NO : 18 et SEQ ID NO : 21, 

- Figure 7 : Representation des sequences peptidiques SEQ ID NO : 8, 
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- Figure 8 : Representation des sequences nucleotidique et peptidique de la 
sequence SEQ ID NO : 16. 

EXEMPLES 
5 Materiels 

Les oligonucleotides utilises dans les differentes experiences sont presentes ci- 
apres dans le tableau I. 

TABLEAU I 



Nom de 

1' amorce 


S6queiice 5* i 3' 


SEQ ID N" 


SC 130 


GATAGGATCCATGGCCGGGAGCGGAGCCAGGAG 


12 


SC 131 


TTGAATTCTCAGTGGGATAGCTCCTGCCGC 


11 


SC 134 


GGCCCTGGGTGTCTACAATA 


13 


SC 135 


TTGGCCACCTTTACCACATT 


14 


. SC 140 


TAGGATCCATGGGGAGCCCAGGGGC 


10 


Not I-(dT)i8 est un oligonucleotide vendu par la soci6t6 Araersham Pharmacia Biotech 



10 Not I-(dT)i8 est con9u pour se fixer aux longues series de A, par exemple les poly A +. 
Utilise dans les reactions de transcription inverse. Not I-(dT)i8 se fixe au poly A +• 

EXEMPLE I - Identification et isolement de la SASPase pat ilectrovhorese 
bidimensionnelle siir eel et seauencase 
15 a) Preparation ii partir d'epiderme humain 

Tampons : 

I : SDS 0,3 % ; tris-HCl 28 mM ; tris-base 22 mM 

2D: 8M uree; 2 % (p/v) 3-[(3-cholamidopropyl)dim6thylammonio]-l- 
propane-sulfonate (CHAPS) ; Dithiothreitol 20 mM ; tampon 0,5 % (v/v) Imobiline pH 
20 gradient (IPG) pH = 3 9-10 de 18 cm commercialise par la societe Amersham Pharmacia 
Biotech. 

Des extraits d'epiderme reconstruit humain sont prepares a partir de 
30 nacelles du kit Episkin J13. 15 ml de tampon I sont ajoutes aux 30 ^pidennes 
reconstruits et le tout est potteris6, port6 k ebullition pendant 10 mn piiis repott€ris6- La 
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SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : I et SEQ ID NO : 6 el de leurs s^uences 
nucleotidiques correspondantes SEQ ID NO ; 22, SEQ ID NO : 23, SEQ ID NO : 17 
et SEQ ID NO : 20. 

- Figure 8 : Reprdsentation de la s^uence peptidique SEQ ID NO : 16 et de 
la sequence nucl6otidique correspondante SEQ ID NO : 24. 

EXEMPLES 

Materiels 

Les oHgonucl6otides utilises dans les dififerentes experiences sont presents ci- 
apres dans le tableau I. 

TABLEAU r 



Nom de 

r amorce 


sequence 5' a 3' 


SEQ ID N° 


SC J 30 


GATAGGATCCATGGCCGGGAGCGGAGCCAGGAG 


12 


SC 131 


TTGAATTCTCAGTGGGATAGCTCCTGCCGC 


11 


SC 134 


GGCCCTGGGTGTCTACAATA 


13 


SC 135 


TTGGCCACCTTTACCACATT 


14 


SC 140 


TAGGATCCATGGGGAGCCCAGGGGC 


10 


Not I-(dT),8 est un oligonucleotide vendu par la soci6te Amersham Pharma 


cia Biotech 



Not I-(dT)j8 est con9u pour se fixer aux longues series de A, par exemple les poly A +. 
Utilise dans les reactions de transcription inverse. Not I-(dT)i8 se fixe au poly A +. 



EXEMPLE I - Identificaiion et isole ment de la SASPase oar electroohorese 
bidimensionnelle sur eel et sigiienctise 

o) Preparatio n di partir d'ividerme humain 
Tampons : 

I : SDS 0,3 % ; tris-HCl 28 mM ; tris-base 22 mM 

2D: 8M uree; 2 % (p/v) 3-[(3-cholamidopropyl)dim6thylaimnonio]-l- 
propane-sulfonate (CHAPS) ; Dithiothreitol 20 mM ; tampon 0,5 % (v/v) Imobiline pH 
gradient (IPG) pH = 3 9-10 de 18 cm commercialism par la society Amersham Pharmacia 
Biotech. 

Des extraiis d'epiderme reconstruit humain sont pr6par6s k partir de 
30 nacelles du kit Episkin J13. 15 ml de tampon I sont ajout6s aux 30 dpidemies 



SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 6 et de leurs sequences 
nucleotidiqxies coirespondantes SEQ ID NO : 22, SEQ ID NO : 23, SEQ ID NO : 17 
et SEQ ID NO: 20. 

- Figure 8 : Representation de la sequence peptidique SEQ ID NO : 16 et de 
5 la sequence nucleotidique correspondante SEQ ID NO : 24. • 

EXEMPLES 
Mat6riels 

Les oligonucleotides utilises dans les dififerentes ^cp6riences sont presentes ci- 
apres dans le tableau L 
10 TABLEAU I 



Mom de 
ramorce 


S^uence 5' ^ 3' 


SEQIDN" 


SC 130 


GATAGGATCCATGGCCGGGAGCGGAGCCAGGAG 


12 


SC 131 


TTGAATTCTCAGTGGGATAGCTCCTGCCGC 


11 


SC 134 


GGCCCTGGGTGTCTACAATA 


13 


SC 135 


TTGGCCACCTTTACCACATT 


14 


SC 140 


TAGGATCCATGGGGAGCCCAGGGGC 


10 


Not I-(dT)i8 est un oligonucl^tide vendu par la soci^te Amersliam Phannacia Biotech 



Not I-(dT)i8 est con9U pour se fixer aux longues series de A, par exemple les poly A,+. 
Utilise dans les reactions de transcription inverse. Not I-(dT)i8 se fixe au poly A +, 

EXEMPLE I — Identification et isolement de la SASPase var electrovhorese 
15 bidimensionnelle sur set et seauencasre 

a) Preparation apartir d'epidemte kumain 

Tampons : 

I : SDS 0,3 % ; tris-HCl 28 mM ; tris-base 22 mM 

2D : 8M ur6e ; 2 % (p/v) 3-[(3-cholamidopropyl)dim6thylanunonio]-l- 
20 propane-sulfonate (CHAPS) ; Dithiothr6itol 20 mM ; tampon 0,5 % (v/v) Lnobiline pH 
gradient (IPG) pH = 3 9-10 de 18 cm commercialise par la soci6t6 Amersham Pharmacia 
Biotech. 

Des extraits d'epiderrae reconstruit humain sont prepares a partir de 
30 nacelles du kit Episkin J13. 15 ml de tampon I sont ajout6s aux 30 6pidermes 
25 reconstmits et le tout est potteris6, porte a ebullition pendant 10 mn puis repotterise. La 




solution est alors centrifiigee a 10.000 g pendant 10 mn. Le siimageant est recueilli et filtre 
sur membrane 0^2 jim. On obtient ainsi 12 ml de sumageant SI. On ajovrte alors au 
sumageant SI, de Tacetone froide (10 v/2v). Aprds 20 mu dMncubation, on centrifuge le 
melange obtenu a 9.400 g pendant 10 mn. Le sumageant est alors ^limine et le culot est 
5 s6ch6 k temperature ambiante pendant 20 mn. Le culot est alors repris dans 2 ml de tampon 
2D. On obtient ainsi Textrait EI. La concentration en prot^ine finale est de 1 1 mg/ml. 
b) Gel bidimensionnel 

La separation en deux dimensions des proteines contenues dans Textrait EI est 
r^alisee sur un appareil de marque Pharmacia (module Multiphor II). La sepai-ation en deux 

10 dimensions des prot6ines a 6t6 r6alis6e selon les recommandations du foumisseur hormis le 
fait que pour la reequilibration du gel IPG apres migration dans la premiere direction, 
riodoacetamide a ete omis. La coloration des spots, la recuperation de ceux-ci et le 
sequen9age des polypeptides qu'ils contenaient ont ete realises selon les techniques 
decrites dans « gel electrophoresis of proteins » (Mehul B, Bernard D, 

15 Simonetti L, Bernard MA, Schmidt R : Identification and clonmg of a new calmodulin-like 
protein fi-om himian epidermis. J Biol Chem 275 : 12841-12347, 2000), ou encore « A 
practical guide to protein and peptide purification for microsequencing » (Paul Matsudaira 
editeur, seconde Edition 1993). En figure 1 est reprdsente le gel d'electrophorese 
correspondant. 

20 Les prot6ines ont 6t6 detectees par une coloration a Tamide black. Les spots 

correspondant k des proteines identifi6es par sequen9age d'Edman sont localises avec le 
nom de ces proteines. Le spot nomme SASPase permet de localiser une forme epidermique 
de la prot6ine ayant un PM apparent de 12 kD et un pi de 5,8. 

Les resultats obtenus ont permis de caract^riser les sequences SEQ ID NO : 1, 

25 SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 3. 



EXEMPLE n - Isolement de I'ADNc codant la SASPase a portir de 
kemtinocvte humain et expression de la SASPase (SEP ID NO : 5) et de sa forme 
tronauee r A 1-84) (SEP ID NO : 4) 
30 a) Privaration de L 'ADNc 

Les ARN totaux de keratinocytes provenant d'^piderme humain reconstruit 
apres 13 jours de culture ont €t€ prepares k Taide du kit de preparation d'ARN « RNeasy 



Kit » et purifids h I'aide du kit « QIAshredder colvnnn® », commercialism par la soci6t6 
QIAGEN seion les instructions du foumisseur. 

Les ADN compl^mentaires (ADNc) des AJRN ainsi prepares ont 6t6 synth6tis6s 
a I'aide du kit « First Strand cDNA Synthesis® » commercialise par la societe Amersham 
5 Pharmacia Biotech selon les instructions du foumisseur en utilisant comme amorce, 
I'oligonucl^otide Not I-(dT)i8. 

Des fragments d' ADNc codant pour la SASPase complete ainsi obtenus ont 6t6 
amplij56s par des reactions de polymerisation en chalne (PGR) dans un appareil k cycles 
thermiques « Thermocycler® » commercialism par la soci6te Perkin-Elmer en utilisant une 
1 0 ADN polymerase pfu conmiercialis6e par la society Promega et comme amorces, le couple 
d'oligonucl6otides SC140 (SEQ ID NO : 10)/SC131 (SEQ ID NO : 11) et les conditions 
suivantes : 1 cycle (95°C pendant 2 mn.), 35 cycles (94°C pendant 30 sec, 65*'C pendant 
30 sec, 72*'C pendant 2 nm.) et 1 cycle (72°C pendant 7 mn.). 

• De fa9on similaire, des fragments d'ADNc codant pour la forme tronquee de la 
15 SASPase (SEQ ID NO : 4), depourvue des 84 residus d'acides amines N-terminavix de la 
SASPase dite A 1-84 ont ete amplifies par PGR en utilisant comme amorces, le couple 
d'oligonucieotides SGI 3 1/SG130 (SEQ ID NO : 11 et SEQ ID NO : 12). ^ 
b) Constructi on et expression de la SASPase recombinante (xSASPase) ^ 
L'ADNc de la SASPase obtenu prec6deinment est introduit dans le vecteur 
20 plasmidique pGex-4T"3 commercialism par la soci€t€ Amersham Pharmacia Biotech, pai- 
coupure/ligature aux sites de restriction BamH-l/BcoRl. Ce plasmide recombmant qui 
contient en phase dans le cadre de lecture, la sequence codante de la SASPase 
(SEQ ID NO : 5) et la sequence codante de la glutathion S-transf6rase (GST) est alors 
introduit dans E. coli souche BL21 (DE3) commercialise par la sociae Amerscham 
25 Pharmacia Biotech. La prot6ine de fusion recombinante exprim^e par les bact^ries pent 
etre coupee par la thrombine dans des conditions douces, la construction etant telle que la 
prot^ine de fusion obtenue porte un site de coupure par cette protease. 

Le produit d'expression est purifie par chromatographic d'affinite sur colonne 
gluthation-sepharose. 

30 L' ensemble de ces experiences a 6te realise en appliquant strictement les 

differents protocoles des fournisseurs. 

L'analyse par electiophorfese sur gel SDS-PAGE d'une fraction aliquote du 



produit d*expression obtenu par inise en oeuvre de la methode decrite precedemment 
montre que cette mefliode permet robtention en quantite satisfaisante de la proteine de 
fusion recombinante GST-SASPase. 

De fafon similaire, on a obtenu Pexpression en quantity satisfaisante de la 
5 proteine de fusion recombinante GST-SASPase tronquee A 1-84 (SEQ ID NO : 4). 

EXEMPLE in - Obtention de la SASPase activee (SEP ID NO : 6) 
La proteine de fusion recombinante GST-SASPase A 1-84 (SEQ ID NO : 4) 
eluee de la colonne glutathion s6pharose obtenue a I'exemple 11, est incubee avec de la 
thrombine dans du tampon PBS, a pH8 pendant 18 heures a 22°C, Le tampon est echange 
par filtration sur gel G25® Biorad contre une solution 100 mM acetate, pH 4,5, Le melange 
ainsi obtenu est soumis a une chromatograpliie cationique en utilisant un gradient de NaCl 
(0 a 1 M NaCl). Les fractions contenant la GST et la thrombine sont eliminees et la 
fraction eluee par la solution a 750 mM de NaCl est recuperee. Une analyse par 
electiophorese sur gel SDS-PAGE effectuee sur la fraction eluee par la solution de NaCl k 
750 mM, contenant ime activite caseinolytique (donnee non presentee) montre la presence 
d*une bande majoritaire qui, par comparaison avec les marqueurs de masses molteulaires 
presente une masse mol6culaire apparente de 12kD et une bande minoritaire qui 
correspond k la forme tronqute SASPase Al-84 (SEQ ID NO : 4). 

La forme de 12kD correspond k la forme activee de la SASPase, Le 
sequen9age d'Edman indique que le produit isol6 correspond k la SASPase activee 
(SEQ ID NO : 6). 

EXEMPLE IV - Caracterisation de Vactivite proieolvtiaue de la proteine 
25 SASPase 

a) Activite vis-a-vis d'un siibstral 
Cette activite a ete demontree selon le protocole suivant : 
LMnsuline chaine Beta oxydee (Sigma) est utilisee comme substrat. La 
concentration est de SOjag dans 1,5 ml de tampon acetate 0,1M pH 5,0. On ajoute 50 \i\ de 
30 SASPase 12 kD purifiee (SEQ ID NO : 6) (environ Img/ml) par gel filtration pour 
initialiser Thydrolyse. Des temoins sans enzyme ou sans substrat sont utilises comme 
contrSles. Au cours du temps (Ih i 24h k 3T C) des HPLC sont effectu^es pour suivre 



I'hydrolyse, Les pics apparaissant rapidement corr^ondent aux sites d*hydroIyse 
principaux et cexix n' apparaissant qu'au bout de 24h aux sites secondaires. Les pics sont 
collectes apres leur fractionnement et sequences en N-terminal (sequen9age d'EDMAN, 
Institut Pasteur). 

5 FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF (SEQ ID NO : 15). 

Site principal : E/A (de type pepsin-like) 
Sites secondaires : UY et Y/L (de type pepsin-like) 

Ces resultats montrent que la SASPase activee est capable de degrader 
rinsuline. La denaturation thermique (95** C - 10 mn) de la SASPase abolit son activity de 
10 degradation de Tinsuline, Son activite caseinolytique a par ailleurs 6t6 demontree (resultats 
non pr6sent&). 

b) Activity autocalvtiave 

Dans ce second essai, c'est la proteine GST-SASPase (SEQ ID NO : 4 ) qui est 
elle-meme utilisee conune substrat par autocatalyse. 
15 La GST-SASPase a 3mg/ml dans du tampon phosphate OJM pH 7,0 50 % . 

glycerol est acidifiee rapidement a pH 5,0 par du tampon acetate IM pH 4,5. A chaque 
temps d*incubation k 37** C un aliquot est pris et la reaction est bloquee par Tajout d*un 
eqmvalent volume de tampon Laemmli sans DTT. A la. fin de la cinetique chaque 
6chantiUon est analyse par electrophorese SDS-PAGE (Gel i 15 % d*acrylamide) a 
20 d6montrant une apparition progressive d'une bande majoritaire migrant a un PM apparent - 
de 12 kD consecutive a la disparition de la proteine de fusion. 

Get essai montre que Ton pent 6galement obtenir directement la SASPase 
activ6e (SEQ ID NO : 6) par acidification a pH 3 ^ 6, de preference 4 & 6 de la proteine de 
fusion recombinante GST-rSASPase Al-84 ou GST-SASPase obtenues k Texemple I suivi 
25 par une etape de purification par filtration sur gel (G75). 

Pai* ailleurs, T analyse des solutions activees par sequen9age Edman et par 
spectrom^tre de masse de type QTOF foumit pour la protease autoactivee trois sites de 
clivage k pen pres equivalents en probabilites : 

F/A (comjne certaines cutane metalloproteases) 
30 N/S (site de coupure non repertorie) 

E/L (uniquement decrit pour la matrilysine qui est capable d'activer Turokinase 
etlesMMP l,2et9.) 




EXEMPLE V - Analyse de Vexpression de la SASPase par Northern BloU 
RT-PCR dans des tissiis humains et dans des keratmocvtes. 

Les analyses ont ete effectii6es par Northern Blot, en utilisant des membranes 
5 commerciales polyA + ARN blot (Ambion®) selon le protocole decrit par le fabricant, et 
par RT-PCR en utilisant une collection d*ADNc des membranes « rapid-scan® » humaines 
commercialisees par la societe OriGene Technologies, Inc. 

L'analyse par Northern Blot a 6t6 efifectuee en utilisant comme sonde TADNc 
codant la forme (tronquee A 1-84) de la SASPase (SEQ ID NO : 4) isolee k partir du 
10 plasmi de recombinant prepaie a Texemple II et a Taide d'une membrane contenant 
differents echantillons d*ARN. 

La PGR est effectu6e en utilisant la Taq polymerase commercialisee par la 
societe Promega, comme amorces, le couple d' oligonucleotides SCI 34 
(SEQ ID NO : 13)/SG135 (SEQ ID NO : 14) dans les conditions suivantes : 
15 - 1 cycle de 3 nm. a 94°G, 

25 a 30 cycles (94^C pendant 30 sec, 53^C pendant 30 sec, 72**C 
pendant 60 sec), et 

1 cycle a 72^G pendant 5 nm. 
Les produits de PGR resultants sont visualis6s par coloration au bromure 
20 d'6thidium apr^s separation svir gel d'agarose 2 % (poids/volume). 

Des resultats, il ressort que la SASPase est sensiblement exprimee dans la 
quasi-totalite des tissus testes a un niveau faible dans les foie foetal, cerveau foetal, ovaire, 
glande surrenale, thyroide, placenta, testicules, estomac, muscle, po\imon, foie, rate et 
coeur, et encore plus faible dans la moelle osseuse, le pancreas, la salive, et I'intestin grele. 
25 Gette expression est en revanche significative dans le cerveau et particulierement tres 
elevee dans la peau. 



EXEMPLE VI - Olisomerisation de la SASPase utilisant un rdactif de 
reticulation 

30 Le protocole utilise sMnspire de la technique d^crite dans T.D. Meek et al ; 

Proc,Natl. Acad. Sci. USA vol. 86, pages 1841-1845, March 1989. 

Une 6tude de la reticulation utilisant du BS3 (Pierce) est effectu6e sur de la 
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SASPase activee (SEQ ID NO : 6), obtenue par acidification et purification par 
chromatographie d' exclusion (gel filtration) de la proteine de fiision recombinante GST- 
SASPase A 1-84. 

A la SASPase activee (SEQ ID NO : 6) obtenue a I'exemple HI, placee dans de 
5 la glace, on ajoute 1 jig de BS3 dans 60 pi de tampon phosphate 50 niM, pH 7, contenant 
150 mM NaCl, 0,1 % TXlOO, 5 mM EDTA. On prepare egalement un echantillon temoin 
exempt de BS3. Apres 90 nan, on introduit dans les milieux r^actionnels 2 |xl de Tris-HCl 
1 M, pH 8, pour stopper la reaction. On analyse ensuite les produits obtenxxs par gel 
filtration sur gel, et par 61ectrophorfese SDS-PAGE. 

10 La SASPase activee incub6e avec du BS3 forme un complexe multim^rique 

stable qui par gel filtration sur gel, se separe en trois pics majeurs. Trois bandes distinctes 
sont egalement observables sur gel apres dlectrophorese SDS-PAGE dont les masses 
moleculgures apparentes, determinees par comparaison avec les raarqueurs des masses 
moleculaires sont respectivement de 12kD, comprises entre 10-14kD, 30-45kD et 60- 

15 lOOkD. 



EXEMPLE Vn - Influence du vHsur Pactivite vroteolvtiaue de SASPase 
10 pi de proteines de fiision GST-SASPase A 1-84 (environ 3 mg/ml) obtenus k 

Texemple 11 sont incubus dans 200 yl de tampon acetate 0,1 M, ajust6 k diff6rents pH en 
20 presence du substrat cas^ine commercialism sous la denomination de Enzchek ® par la 

soci^te Molecular Probes et utilise aux concentrations pr^conisees par le foumisseur. 
Trois repetitions sont effectuees pour chaque essai. 

Aprfes 20 heures d'incubation k 37°C, la fluorescence est mesur^e sur un 
lecteur de plaque conunercialise sous la denomination de Biolumin ® par la soci6te 
25 Molecular Probes en utilisant le couple excitation/emission ; 485/535 nm. Les r6sultats 
sont presentes en figure 2. 

Ces resultats montrent que dans les conditions experimentales retenues, 
Tactivite enzymatique de la SASPase est dependante du pH et presente un optimum a pH 
5. Par ailleurs, des essais non presentes en tampon phosphate 0,1 M de pH 6 a 7,5 ne 
30 montrent qu'une faible activity residuelle. 

L'influence du pH sur Tauto-activation est 6galement realisee et montre une 
optimisation pour des pH entre 3 et 6,9 et de preference entre 4 et 6. 




EXEMPLE Vm - Etude de I 'effet de differents inhibiteurs de la famiUe rf^-v 
proteases a acide as oartiaue sur VactivM caseinolvtiaue de la SASPase actives 
(SEP ID NO: 6) 

10 nl de SASPase activ6e (SEQ ID NO : 6) auto-activfe (environ 3 mg/ml), 
sont ajoutes dans 200 \i\ de tampon ac6tate 0,1 M, pH 5,5, contenant 20 \i\ de DMSO avec 
des inhibiteurs de r^tropepsines. Un essai t6moin est effectu6 dans les m6mes conditions en 
absrace d'inhibiteur. 

On pr6-incube le melange pendant 1 heure k 4<'C, puis on ajoute le substrat, de 
la cas6ine commercialisee sous la denomination Enzchzek ®par la soci^t^ Molecular 
Probes en quantit6 suffisante pour obtenir la concentration pr6conisee par le foumisseur, 
les solutions ayant ete prealablement rechauffees a 37°C. 

Le suivi de I'hydrolyse de la caseine est effectue par mesure de la fluorescence 
sur un lecteur de plaques Biolumin ® commercialism par la soci^te Molecular Probes en 
utilisant le couple excitation/6mission : 485/535 nm. 

Les r&ultats obtenus sont pr6sent&s en figure 3. On constate que les cindtiques 
d'hydrolyse de la cas6ine, en presence des inhibiteurs de r6tropepsines RPl et RP2 sont 
plus faibles que le t6moin. L'activit6 de la SASPase est done inhib^ par ces inhibiteurs. 

- RPl coirespond ^ la sequence Ac-Leu- Val-Phe-ald6hyde et est 
commercialism par Bachem sous la rmftrence N 1395.0005, 

- RP2 correspond k la sequence Ac-Leu-Leu-Met-alddhyde et est 
commercialism par Bachem sous la reference N 13 15.0005 et 

- RP3 correspond k la sequence Ac-Leu-Leu-Nle-aldehyde et est 
commercialism par Bachem sous la reference N 1320.0005. 

On constate en outre que la cinetique d'hydrolyse de la casmine, en prmsence de 
de I'inhibiteur de rmtropepsine RP3, est significativement plus mievme que celle obtenue 
dans les conditions tmmoins. L'activitm de la SASPase semble done Stre stimuime par cet 
inhibiteur. 
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EXEMPLE IX- Etude de Veffet de la SASPase activee (SEP ID NO : 6) stir 
la degradation de la corneodesmosine extraite de stratum comeum humaim 
a) Princive 

La corneodesmosine est im marqueur de la desquanoiation car elle intervient 
5 dans la cohesion comeocytaire au niveau des comeodesmosomes. Pius la proteine est 
degradee, plus le detachement des com^ocytes est significatif. La degradation de la 
corneodesmosine est done une etape cle de la desquamation. 

Le test utilise dans cette etude consiste done d suivre cette degradation en 
presence de la substance a tester. 
10 b) Preparation de Vechantillon 

Des poudres ac6toniques sont preparees a partir de stripping vemis (M6hul B, 
Bernard D, Simonetti L, Bernard MA, Schmidt R : Identification and cloning of a new 
calmodulin-like protein from human epidermis. J Biol Chem 275 : 12841-12347, 2000) 
preleves sur des bas de jambes de personnes volontaires a peau seche, Des fractions 
15 aliquotes de 2 mg de poudie de stratum comeum sont introduites separement dans des 
tubes Eppendorfs, puis immergees dans les solutions a tester a raison de 100 ^1/mg. Les 
solutions sont preparees en tampon acetate pH 5, Un temoin sans protease est pr6par6 en 
parallele afin d'6valuer la degradation naturelle de la corneodesmosine. Pour chaque test, 
on prepare trois 6chantillons. Un 6chantillon est plac6 a -20''C (tO) et cotrespond aux 
20 100 % de com6odesmosines r6siduelles. Les deux autres echantillons, trait6 et un non traite 
(t24h), sont incubes k 30°C sous agitation pendant 24 heures. 

c) Extraction separation et detection des proteines, 

Les prot6ines sont extraites avec du tampon Laemmli complet. Elles sont 
dosfes par la m6thode de Bradford (kit Bio-Rad®)- La concentration de chaque echantillon 

25 est ajustee pour permettre la compai*aison des echantillons. Les polypeptides sont s6pares 
par electrophorese SDS-PAGE sur gel d'acrylamide 15 %, puis transferes sur membrane 
de PVDF, Une immuno-detection par une solution d'anticorps anti-corneodesmosine 
utilisee au 1/12500 et d'anticorps secondaires couples k la peroxydase permet de reveler la 
corneodesmosine. Les bandes detectees par chimio-luminescence sont quantifiees a Taide 

30 du logiciel Quantity One ® de la societe Biorad. Les membranes sont ensuite colorees k 
Tamido-black, puis scann6es. En outre, les keratines qui sont des prot6ines majoritaires des 
extraits comeocytaires sont quantifiees afin de verifier Tajustement a 0,6 mg/ml de tous les 
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echantillons. 

Un temoin positif de degradation (+) est prepare en utilisant 5 ml d'EDTA. Un 
essai est realise en presence de 60 \ig de SASPase activ^. Un temoin n^gatif represente la 
degradation naturelle de la corneodesmosine dans les conditions op6ratoires du test. 

<sp Residtats 

TABLEAU IT 





Corniodesmosine normalisde 


Corneodesmosine rdsiduelie % 




TO 


T24h 


T24h/T0*100 


SASPase activee 


33107 


24918 


75 


T6moin + 


31657 


2668S 


84 


Tdmoin - 


32701 


30546 


93 
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On constate une diminution significative du pourcentage de comdodesmosine 
i^iduelle lorsque les poudres acdtoniques de stratum comeum sont mises en contact avec 
la SASPase activee (SEQ ID NO : 6) par rapport aux temoins. 



REVENDICATIONS 

1 . Polypeptide isol6 et purifie appartenant a la famille des proteases a acide 
aspartique, caracteris6 en ce qu'il possede une sequence peptidique representee en tout ou 
partie par la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou leurs 
homologues. 

2. Polypeptide selon la revendication 1, caracteris6 en ce que sa sequence 
peptidique est representee par la sequence SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 1 6. 

3. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce que sa sequence 
peptidique est representee par la SEQ ID NO : 5. 

4. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 en ce qu'il possede 
une masse moleculaire apparente comprise entre 5 et 30 kD, plus particulierement entre 9 
et 15 kD et notamment entre 1 1 et 14 kD. 

• 5. Polypeptide selon la revendication 3, caracteris6 en ce qu'il possede une 
masse molecidaire apparente comprise entre 30 et 40 kD, particulidrement entre 32 et 
39 kD et notamment entre 35 et 3 8 kD. 

6. Polypeptide selon la revendication 1 , 2 ou 3, caracterise en ce que sa 
sequence se pr^sente sous une forme multimere et de preference dimere. 

7. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il possede un point isoelectrique theorique compris entre 3 et 9, 

8. Polypeptide selon Time quelconque des revendications 1^7, caracterise 
en ce qu'il est d'origine naturelle et purifie partir de tissus de mammifferes, 

9. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 S. 8, caracterise 
en ce qu'il est purifie a partir de peau humaine et plus particulierement k partir d'epiderme 
humain. 

10. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caracterise 
en ce qu'il a subi une ou plusieurs modifications post-traductionnelles. 

11. Polypeptide selon la revendication 1 ou Tune des revendications 6 a 10, 
caracterise en ce qu'il se presente sous la forme d'un polypeptide de sequence 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 fusionne avec un autre polypeptide, 
un agent de ciblage hydrophile ou hydrophobe ou un precurseur de bioconversion. 

12. Composition cosmetique comprenant dans un milieu physiologiquement 




acceptable, au moins un polypeptide naturel ou synthetique purifie dont la sequence 
comprend au moins une sequence peptidique choisie panni les sequences SEQ ID NO : 1, 
SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, 
SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et leurs homologues. 
5 13. Composition cosmetique selon la revendication 12, caracteris6e en ce que 

ledit polypeptide est tel que defini en revendications 1 a 11. 

14. Composition cosmetique caracterisee en ce qu'elle comprend dans un 
milieu physiologiqueraent acceptable, au moins un melange de polypeptides issu de la 
prot^olyse d'un polypeptide dont la sequence est representee en tout ou partie par la 

10 sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou leurs homologues et plus 
particulierement dont la sequence est representee par la sequence SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 

1 5. Procede de traitement cosmetique destine k lutter centre les troubles 
cutanes lies a un dysfonctionnement de la proliferation et/ou la differenciation cellulaire, 

15 caracterise en ce que Ton applique sur la peau, les rauqueuses et/ou les fibres keratiniques 
une composition cosmetique comprenant au moins un polypeptide dont la sequence 
comprend au moins une sequence choisie parmi les sequences SEQ ID NO : 1, SEQ ID 
NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 
et SEQ ID NO : 16 et leurs homologues. 

20 16. Precede selon la revendication 15, caracterise en ce que ladite sequence est 

representee par la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 

17. Precede de traitement cosmetique selon la revendication 15 ou 16, 
caracterise en ce qu'il vise a traiter les peaux sdches, Thyperkeratose, la parakeratose, les 
troubles de sebogenese, les neoplasies et/ou les signes de vieillissement cutane. 

25 18. Composition pharmaceutique comprenant dans un milieu 

physiologiquement acceptable, au moins un polypeptide naturel ou synthetique purifie dont 
la sequence est en tout ou partie constituee par au moins une sequence peptidique choisie 
parmi les sequences SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et leurs homologues. 

'0 19. Composition pharmaceutique selon la revendication 18, caracterisee en ce 

que ledit polypeptide est tel que defini en revendications 1 a 1 1. 

20. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend dans un 




milieu physiologiquement acceptable, au moins un melange de polypeptides issu de la 
proteolyse d'un polypeptide dont la sequence est representee en tout ou partie par la 
sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou leurs homologues et plus 
particulierement dpnt la sequence est representee par la sequence SEQ ID NO : 5, 
5 SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO: 16. 

21. Utilisation d*un polypeptide dont la sequence peptidique coraprend au 
moins une sequence choisie parmi les sequences SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO : 4, 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et 
SEQ ID NO : 16 et leurs homologues et plus particulierement est representee en tout ou 

10 partie par la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou d'un 
melange issu de la proteolyse de Tun de ces polypeptides pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement des infections dermatologiques. 

22. Utilisation seion la revendication 21, caracterisee en ce que la composition 
pharmaceutique est destinee a traiter Tichtyose, le psoriasis, I'eczema, la rosacee, les 

15 lichens, les prurits, ou toutes pathologies impliquant une hyperk^ratose, une parakeratose , 
ou ayant une composante inflammatoire. 

23. Utilisation d^un polypeptide dont la s6quence peptidique comprend au.i 
moins une sequence choisie parmi les sequences SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, i 
SEQ lb NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et 

20 SEQ ID NO : 16 et leurs homologues pour la preparation d'xme composition antivirale. 

24- Utilisation selon la revendication 23, caracterisee en ce que la sequence est 

representee par la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 

25. Utilisation d*un compose chimique ou biologique pour la preparation d*xme 

composition destinee k interagir avec ou a moduler ractivite biologique d'un polypeptide 
25 dont la sequence peptidique comprend au moins une sequence choisie pamii les sequences 

SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 

SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et leurs homologues et plus 

particulierement dont la sequence est representee par la sequence SEQ ID NO : 5, 

SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 1 6. 
30 26. Utilisation selon la revendication 25, caracterisee en ce que le compose est 

une protease presentant im site specifique de reconnaissance et/ou de fixation et de coupure 

au sein de la sequence dudit polypeptide. 
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27. Utilisation selou la revendication 25, caracterisee en ce que le compose est 
un inhibiteur choisi de preference parmi les inliibiteurs de retropepsines. 

28. Utilisatiojci selon la revendication 25, caracterisee en ce que le compost est 
un activateur. 

5 29. Utilisation selon la revendication 25, caracterisee en ce que le compos6 est 

un anticorps specifique d*un polypeptide tel que d6fini en revendications 1^11. 

30. Utilisation d*un compost biologique ou chimique pour la preparation d'une 
composition destinee a inhiber la dimerisation d'un polypeptide de sequence 
SEQ ro NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ IDNO : 16. 
10 31. Utilisation d'une sequence peptidique choisie parmi les sequences 

SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et leurs homologues a titre d'outil de 
diagnostic ou de criblage, 

32. Utilisation d'xme sequence peptidique choisie parmi les sequences 
15 SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 

SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et leurs homologues et plus 
particulierement d'xm polypeptide dont la sequence est representee par la sequence 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou de ses fragments de prot6olyse et 
de tout peptide synthetique deduit de sa sequence, pour preparer ou purifier, 
20 eventuellement k partir d'^piderme, toute molecule, susceptible de moduler son interaction 
avec d'eventuels ligands. 

33. Utilisation d'une sequence peptidique choisie parmi les sequences 
SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et leurs homologues et plus 

25 particulierement d'lm polypeptide dont la sequence est representee par la sequence 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou de ses fragments de proteolyse et 
de tout peptide synthetique deduit de sa sequence, pour s^lectionner de nouvelles 
molecules antivirales pr6sentant moins d'ejffets secondaires. 

34. Utilisation d'une sequence peptidique choisie parmi les sequences 
30 SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 

SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 et leurs homologues et plus 
particulierement d'un polypeptide dont la sequence est representee par la sequence 




SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou de ses fragments de proteolyse et 

de tout peptide synthetique deduit de sa sequence, pour preparer des antiserums et/ou des 

anticoTps monoclonaux specifiques, visant notamment a purifier ces proteines et leurs 

fragments ou a moduler leur activite. 
5 35. Anticorps poly- ou mono-clonal, caracterise en ce qu*il reconnait 

specifiquement un polypeptide dont la sequence peptidique.est representee en tout ou 

partie par la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ED NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou leurs 

homologues et plus particulierement qui est representee par la sequence SEQ ID NO : 5, 

SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 
10 36. Utilisation d'un anticorps selon la revendication 35 pour le diagnostic 

d*une deficience ou d*ime surexpression de la proteine S ASPase (SEQ ID NO : 5). 

37. Utilisation d'un anticorps selon la revendication 35 pour bloquer Tactivite 

et/ou I'activation de la SASPase dans le traitement de pathologies caracterisees par une 

surexpression et/ou une activite exag6ree de la SASPase, 
15 38, Fragment d'acide desoxyribonucleique isole et purifi6 codant uri 

polypeptide tel que defini dans Tune des revendications 1 all. -i 
39. Fra©tnent d'acicie desoxyribonucleique isol6 et purifi6 comprenant auf 

moins la s.6quence niicleotidique codante SEQ ID NO : 16. 

,40. Fragment d*acide d^sox3aibonucl6ique isole et purifie constitue de la 
20 sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 

41. Vecteur d'expression recombinant contenant tout ou partie de la sequence 
nucleotidique codante SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16. 

42. Utilisation d'au moins une sequence d'acide desoxyribonucleique telle que 
d^finie en revendications 38 a 40 pour preparer une sequence d'acide ribonucI6ique sens, 

25 antisens ou antisens interferentiel. 

43. Acide ribonucl^ique, sens, antisens ou antisens interferentiel correspondant 
au moins a la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou 
SEQ ID NO : 16. 

44. Utilisation d'au moins une sequence sens ou antisens telle que definie en 
30 revendication 43 a des fins de clonage, d'identification ou de diagnostic d'un polypeptide 

de sequence SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 ou leurs homologues. 




SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou de ses fragments de proteolyse et 
de tout peptide synthetique deduit de sa sequence, pour preparer des antiserums et/ou des 
anticorps monodonaux specifiques, visant notamment a purifier ces proteines et leurs 
fragments ou a moduier leiir activite. 

35. Anticorps poly- ou mono-clonal, caracterise en ce qu'il reconnait 
specifiquement un polypeptide dont la sequence peptidique est representee en tout ou 
partie pai- la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 16 ou leurs 
homologues et plus particulierement qui est representee par la sequence SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO: 16. 

36. Utilisation d'un anticotps selon la revendication 35 pour le diagnostic 
d'une d6ficience ou d'une surexpression de la proteine SASPase (SEQ ID NO : 5). 

37. Utilisation d'un anticorps selon la revendication 35 pour bloquer Tactivite 
et/ou Tactivation de la SASPase dans le traitement de pathologies caractdrisees par une 
surexpression et/ou une activite exageree de la SASPase. 

38. Fragment d'acide desoxyribonucleique isole et purifie codant un 
polypeptide tel que d^fini dans Tune des revendications 1 a 1 1. 

39. Fragment d'acide desoxyribonucleique isole et purifie comprenant au 
moins la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 24. 

40. Fragment d'acide desoxyribonucleique isole et purifie coiistitu6 de la 
sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 19, SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24. 

41 . Vecteur d' expression recombinant contenant tout ou partie de la sequence 
nucleotidique codante SEQ ID NO : 19, SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24. 

42. Utilisation d'au moins une sequence d'acide desoxyribonucleique telle que 
definie en revendications 38 ^ 40 pour preparer une sequence d'acide ribonucieique sens, 
antisens ou antisens interferentiel. 

43. Acide ribonucieique, sens, antisens ou antisens interferentiel 
correspondant au moins a la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 19, 
SEQ ID NO : 20 ou SEQ ID NO : 24. 

44. Utilisation d'au moins une sequence sens ou antisens telle que definie en 
revendication 43 i des fins de clonage, d'identification ou de diagnostic d'un polypeptide 
de sequence SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9 et SEQ ID NO : 16 ou leurs homologues. 
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45. Composition cosmetique caracterisee en ce qu'elle comprend dans un 
milieu physiologiquement acceptable au moins une sequence nucleotidique telle que 
definie dans les revendications 38 a 40 ou une sequence sens, antisens ou antisens 
interferentiel selon larevendication 43. 

46. Composition pharaiaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend dans un 
milieu physiologiquement acceptable au moins une sequence nucleotidique telle que 
definie dans les revendications 38 40 ou une sequence sens, antisens ou antisens 
interferentiel selon la revendication 43, 
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SEQ ID N^S 

MGSPGASLGIKKALQSEQ 18 

ATG GGG AGC CCA GGG GCC AGC CTA GGC ATC AAA AAG GCT CTG CAG AGT GAA CAG 54 

ATALPASAPAVSQPTAPA 36 

GCC ACA GCA CTG CCT GCC TCT GCC CCA GCA GTC AGC CAG CCG ACC GCG CCT GCT 108 

PSCLPKAGQVIPTLLREA 54 

CCC TCC TGC TTG CCC AAG GCC GGA CAA GTC ATC CCC ACT CTG CTT CGA GAG GCC 162 

PFSSVIAPTLLCGFIiFLA 72 

CCG TTT TCC AGC GTG ATT GCG CCG ACA CTG CTC TGT GGG TTT CTC TTC TTG GCG 216 

WVAABVPEESSRMAGSGA 90 

TGG GTT GCT GCT GAG GTT CCA GAG GAG AGC AGC AGG ATG GCC GGG AGC GGA GCC 270 

RSEEGRRQHAPVPEPPDG 108 

AGG AGT GAG GAA GGC CGC CGG CAG CAT GCC TTC GTC CCG GAA CCT TTT GAT GGG 324 

ANVVPNIiWIiHSFEVINDI, 126 

GCC AAT GTC GTC CCA AAC CTC TGG CTG CAC AGC TTT GAA GTC ATC AAT GAC CTC 378 

NHWDHITKLRFLKESLRG 144 

AAC CAT TGG GAC CAT ATC ACC AAG CTA AGG TTC CTG AAA GAG TCC CTC AGA GGA 432 

EALGVYNRLSPQDQGDYG 162 

GAG GCC CTG GGT GTC TAC AAT AGG CTC AGT CCC CAG GAC CAG GGA GAC TAT GGG 486 

TVKEAIiLKAFGVPGAAPS 180 

ACT GTG AAA GAG GCC CTC CTG AAG GCC TTT GGG GTC CCT GGG GCT GCC CCC AGC 540 

HLPKEIVFANSMGKG.YYL 198 

CAC CTG CCC AAA GAG ATC GTC TTT GCC AAC AGC ATG GOT AAG GGC TAC TAT CTC 594 

KGKIGKVPVRFLVDSGAQ 216 

AAG GGG AAG ATT GGC AAA GTG CCC GTG AGG TTC CTG GTG GAC TCT GGG GCC CAG 64 8 

VSVVHPNLWEEVTDGDLD 234 

GTC TCT GTG GTC CAC CCA AAC TTG TGG GAG GAG GTC ACT GAT GGC GAT CTG GAC 702 

TLQPFENVVKVANGAEMK 252 

ACC CTG CAG CCC TTT GAG AAT GTG GTA AAG GTG GCC AAT GGT GCT GAA ATG AAG 756 

I LGVWDTAVSLG KL KL KA 270 

ATC CTG GGT GTC TGG GAT ACA GCG GTG TCC CTA GGC AAG CTG AAG CTG AAG GCA 810 

QFIiVANASAEEAI IGTDV 288 

CAG TTC CTA GTG GCC AAT GCG AGT GCC GAG GAA GCC ATC ATT GGC ACT GAT GTG 864 

LQDHN-AILDFEHRTCTLK 306 

CTC CAG GAC CAC AAT GCT ATC CTG GAC TTT GAG CAC CGC ACA TGC ACC CTG AAA 918 

GKKFRLLPVGGSLBDEPD 324 

GGG AAG AAG TTT CGC CTT CTG CCT GTG GGA GGG TCC CTG GAA GAT GAG TTT GAC 972 

LEL .IEEDPSSEEGRQELS 342 

CTG GAG CTC ATA GAG GAG GAC CCC TCC TCA GAA GAA GGG CGG CAG GAG CTA TCC 102 6 



H 



Px9 



343 



CAC 1029 



• 



SBQ ID N*»7 



MGSPGASLGI 
ATG GGG AGC CCA GGG GCC AGC CTA GGC ATC 

ATAIiPASAPA 
GCC ACA GCA CTG CCT GCC TCT GCC CCA GCA 

PSCIiPKAGQV 
CCC TCC TGC TTG CCC AAG GCC GGA CAA GTC 

P F S S 
CCG TXT TCC AGC 



KKALQSEQ 18 
AAA AAG GCT CTG CAG AGT 6AA CAG 54 

VSQPTAPA 36 
GTC AGC CAG CCG ACC GCG CCT GCT 108 

IPTIiliRBA 54 
ATC CCC ACT CTG CTT CGA GAG GCC 162 

58 
174 



SEQ ID Kr<»4 



MAGSGARSE 
ATG GCC GGG AGC GGA GCC AGG AGT GAG 

PEPPDGANV 
CCG GAA CCT TTT GAT GGG GCC AAT GTC 

EVINDLiNHW 
GAA GTC ATC AAT GAC CTC AAC CAT TGG 

KESLRGEAL 
AAA GAG TCC CTC AGA GGA GAG GCC CTG 

DQGDYGTVK 
GAC CAG GGA GAC TAT GGG ACT GTG AAA 

PGAAPSHCLP 
CCT GGG GCT GCC CCC AGC CAC CTG CCC 

GKGYYIjKGK 
GGT AAG GGC TAC TAT CTC AAG GGG AAG 

VDSGAQVSV 
GTG GAC TCT GGG GCC CAG GTC TCT GTG 

TDGDIiDTLQ 
ACT GAT GGC GAT CTG GAC ACC CTG CAG 

ITGAEMKIliG 
AAT GGT GCT GAA ATG AAG ATC CTG GGT 

KLKliKAQFL 
AAG CTG AAG CTG AAG GCA CAG TTC CTA 

IIGTDVLQD 
ATC ATT GGC ACT GAT GTG CTC CAG GAC 

RTCTLKGKK 
CGC ACA TGC ACC CTG AAA GGG AAG AAG 

I.EDEFDLEI1 
CTG GAA GAT GAG TTT GAC CTG GAG CTC 

G R Q E L S H 
GGG CGG CAG GAG CTA TCC CAC 



EGRRQHAPV 18 

GAA GGC CGC CGG CAG CAT GCC TTC GTC 54 

VPNI1WI.HSF 36 

GTC CCA AAC CTC TGG CTG CAC AGC TTT 108 

D H I T K L R F Ij ,54 

GAC CAT ATC ACC AAG CTA AGG TTC CTG 162 

GVYNRLS.PQ.72 

GGT GTC TAC AAT AGG CTC AGT CCC CAG 216 

EALLKAPGV 90 

GAG GCC CTC CTG AAG GCC TTT GGG GTC 270 

KEIVFANSM . 108 

AAA GAG ATC GTC TTT GCC AAC AGC ATG ■ 324 

IGKVPVRFL ^. 126 

ATT GGC AAA GTG CCC GTG AGG TTC CTG " 378- 

VHPNIiWEBV 144 

GTC CAC CCA AAC TTG TGG GAG GAG GTC 432 

PPENVVKVA 162 

CCC TTT GAG AAT GTG GTA AAG GTG GCC 486 

VWDTAVSLG IBO 

GTC TGG GAT ACA GCG GTG TCC CTA GGC 540 

VANASAEEA 198 

GTG GCC AAT GCG AGT GCC GAG GAA GCC 594 

HNAILDFEH 216 

CAC AAT GCT ATC CTG GAC TTT GAG CAC 648 

FRLIiPVGGS 234 

TTT CGC CTT CTG CCT GTG GGA GGG TCC 702 

lEEDPSSEE 252 

ATA GAG GAG GAC CCC TCC TCA GAA GAA 756 

259 
777 



SEQ ID N«»8 

VIAPTLIiCGFIiFIiAWVAA 18 
GTG ATT GCG CCG ACA CTG CTC TOT GGG TTT CTC TTC TTG GCG TGG GTT GCT GCT 54 



SEQ ID N°l 

FIiVDSGAQVSVV 12 
TTC CTG GTG GAC TCT GGG GCC CAG GTC TCT GTG GTC 36 



SEQ ID N«9 ^ 

LIEEDPSSEEGRQELSH 17 
CTC ATA GAG GAG GAC CCC TCC TCA GAA GAA GGG CGG CAG GAG CTA TCC CAC 51 



SEQ ID N*>6 

ANSMGKGYYIiKGKIGKVP 18 

GCC AAC AGC ATG GGT AAG GGC TAG TAT CTC AAG GGG AAG ATT GGC AAA GTG CCC 54 

VRPLVDSGAQVSVVHPNL 36 

GTG AGG TTC CTG GTG GAC TCT GGG GCC CAG GTC TCT GTG GTC CAC CCA AAC TTG 108 

WEEVTDGDIiDTLQPFENV 54 

TGG GAG GAG GTC ACT GAT GGC GAT CTG GAC ACC CTG CAG CCC TTT GAG AAT GTG 162 

VKVANGAEMKILGVWDTA 72 

GTA AAG GTG GCC AAT GGT GCT GAA ATG AAG ATC CTG GGT GTC TGG GAT ACA GCG 216 

VSLGKIiKLKAQFLVANAS 90 

GTG TCC CTA GGC AAG CTG AAG CTG AAG GCA CAG TTC CTA GTG GCC AAT GCG AGT 270 

AEEAI I GTDVLQDHNAIL 108 

GCC GAG GAA GCC ATC ATT GGC ACT GAT GTG CTC CAG GAC CAC AAT GCT ATC CTG 324 

DPEHRTCTLKGKKFRLIjP 126 

GAC TTT GAG CAC CGC ACA TGC ACC CTG AAA GGG AAG AAG TTT CGC CTT CTG CCT 378 

VGGSLEDEFDLE 138 

GTG GGA GGG TCC CTG GAA GAT GAG TTT GAC CTG GAG 414 



SEQ ID N« 16 



S MGKGYYLKGKIGK VP 
AGC ATG GGT AAG QGC TAG TAT CTC AAQ-GGG AAG ATT GGC AAA GTG CGC 

VRFLVDSGAQVSVVHPNI, 
GTG AGG TTC CTG GTG GAC TCT GGG GCC GAG GTC TCT GTG GTC CAC CCA AAC TTG 

WEEV TDGDLDTIiQPFElfV 
TGG GAG GAG GTG ACT GAT GGC GAT CTG GAC ACC CTG CAG CCC TTT GAG AAT GTG 

VKVABTGA EMKI LGVWDTA 
GTA AAG GTG GCC AAT GGT GCT GAA ATG AAG ATC CTG GGT GTC TGG GAT ACA GCG 

V.S Ij G- K Ii K L K A.Q.P L V A .N A S 
GTG TCC CTA GGC AAG CTG AAG CTG AAG GCA ♦ CAG TTC CTA GTG GCC AAT GCG AGT 

AB B A I I GTD V L QD HNAI L 
GCC GAG GAA GCC ATC ATT GGC ACT GAT GTG CTC CAG GAC CAC AAT GCT ATC CTG 

DFK HRT-CTIiKGKKPRLL P 
GAC TTT GAG CAC CGC ACA TGC ACC CTG AAA GGG AAG AAG TTT CGC CTT CTG CCT 

VGQSLEDEPDL E 
GTG GGA GGG TCC CTG GAA GAT GAG TTT GAC CTG GAG 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Ii'OREAL 



<120> Nouvelle protease aspartique dite SASPase et son utilisation dans le domaine 
cosmStxque et therapeutique . «»xmc= 







<140> 


02 08613 


<141> 


2002-07-09 


<160> 


24 


<170> 


Patentin version 3.1 


<210> 


1 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo Sapiens 


<400> 


1 


Phe Leu Val Asp Ser Gly Ala 
1 5 


<210> 


2 


<:211> 


21 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo Sapiens 


<400> 


2 


Ala Gin Phe Leu Val Ala Asn 
1 5 



10 



10 15 



Thr Asp Val Leu Gin 
20 



<210> 3 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 3 



He Leu Gly Val Trp Asp Thr Ala Val 
1 5 



<:210> 4 

<211> 259 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 
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<400> 4 

Met Ala Gly Ser Gly Ala Arg Ser Glu Glu Gly Arg Arg Gin His Ala 
X 5 10 15 

Phe Val Pro Glu Pro Phe Asp Gly Ala Asn Val Val Pro Asn Leu Trp 
20 25 30 



lieu His Ser Phe Glu Val lie Asn Asp lieu Asn His Trp Asp His He 
35 40 45 



Thr Lys Leu Arg Phe Leu Lys Glu Ser Leu Arg Gly Glu Ala Leu Gly 
50 55 60 



Val Tyr Asn Arg Leu Ser Pro Gin Asp Gin Gly Asp Tyr Gly Thr Val 
65 70 75 80 



Lys Glu Ala Leu Leu Lys Ala Phe Gly Val Pro Gly TVla Ala Pro Ser 
85 90 95 



His Leu Pro Lys Glu He Val Phe Ala Asn Ser Met Gly Lys Gly Tyr 
• 100 105 110 



Tyr Leu Lys Gly Lys He Gly Lys Val Pro Val Arg Phe Leu Val Asp 
115 120 125 



Ser Gly Ala Gin Val Ser Val Val His Pro Asn Leu Trp Glu Glu Val 
130 135 140 



Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro Phe Glu Asn Val Val Lys 
145 150 155 160 



Val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys He Leu Gly Val Trp Asp Thr Ala 
165 170 175 



Val Ser Leu Gly Lys Leu Lys Leu Lys Ala Gin Phe Leu Val Ala Asn 
180 185 190 



Ala Ser Ala Glu Glu Ala He He Gly Thr Asp Val Leu Gin Asp His 
195 200 205 

Asn Ala He Leu Asp Phe Glu His Arg Thr Cys Thr Leu Lys Gly Lys 
210 215 220 



Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val Gly Gly Ser Leu Glu Asp Glu Phe Asp 
225 230 235 240 



Leu Glu Leu He Glu Glu Asp Pro Ser Ser Glu Glu Gly Arg Gin Glu 
245 250 255 



Leu Ser His 
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<210> 5 

<211> 343 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 5 

Met Gly Ser Pro Gly Ala Ser Leu Gly lie Lys Lys Ala Leu Gin Ser 
15 10 15 



Glu Gin Ala Thr Ala Leu Pro Ala Ser Ala Pro Ala Val Ser Gin Pro 
20 25 30 



Thr Ala Pro Ala Pro Ser Cys Leu Pro Lys Ala Gly Gin Val lie Pro 
35 40 45 



Thr Leu Leu Arg Glu Ala Pro Phe Ser Ser Val lie Ala Pro Thr Leu 
50 55 60 



Leu Cys Gly Phe Leu Phe Leu Ala Trp Val Ala Ala Glu Val Pro Glu 
65 70 75 80 



Glu Ser Ser Arg Met Ala Gly Ser Gly Ala Arg Ser Glu Glu Gly Arg 
85 90 95 



Arg Gin His Ala Phe Val Pro Glu Pro Phe Asp Gly Ala Asn Val Val 
100 105 110 



Pro Asn Leu Trp Leu His Ser Phe Glu Val lie Asn Asp Leu Asn His 
115 120 125 



Trp Asp His lie Thr Lys Leu Arg Phe Leu Lys Glu Ser Leu Arg Gly 
130 135 140 



Glu Ala Leu Gly Val Tyr Asn Arg Leu Ser Pro Gin Asp Gin Gly Asp 
145 150 155 160 



Tyr Gly Thr Val Lys Glu Ala Leu Leu Lys Ala Phe Gly Val Pro Gly 
165 170 175 



Ala Ala Pro Ser His Leu Pro Lys Glu He Val Phe Ala Asn Ser Met 
180 185 190 



Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys He Gly Lys Val Pro Val Arg 
195 200 205 



Phe Leu Val Asp Ser Gly Ala Gin Val Ser Val Val His Pro Asn Leu 
210 215 220 



Trp Glu Glu Val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro Phe Glu 
225 230 235 240 



Asn Val Val Lys Val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys lie Leu Gly Val 
245 250 255 



Trp Asp Thr Ala Val Ser I<eu Gly Iiys Ijeu Lys Leu Lys Ala Gin Phe 
260 265 270 



Leu Val Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala He He Gly Thr Asp Val 
275 280 285 



Leu Gin Asp His Asn Ala He Leu Asp Phe Glu His Arg Thr cys Thr 
290 295 300 



Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val Gly Gly Ser Leu Glu 
305 310 315 320 



Asp Glu Phe Asp Leu Glu Leu He Glu Glu Asp Pro Ser Ser Glu Glu 
325 330 335 



Gly Arg Gin Glu Leu Ser His 
340 



<210> 6 

<211> 138 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 6 

Ala Asn Ser Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys He Gly Lys 
15 10 15 



Val Pro Val Arg Phe Leu Val Asp Ser Gly Ala Gin Val Ser Val Val 
20 25 30 



His Pro Asn Leu Txp Glu Glu Val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu 
35 . 40 45 

Gin Pro Phe Glu Asn Val Val Lys Val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys 
50 55 60 



He Leu Gly Val Trp Asp Thr Ala Val Ser Leu Gly Lys Leu Lys Leu 
65 70 75 80 



Lys Ala Gin Phe Leu Val Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala He He 
85 90 95 

Gly Thr Asp Val Leu Gin Asp His Asn Ala He Leu Asp Phe Glu His 
100 105 110 



Arg Thr Cys Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val Gly 
115 120 125 



•I 
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Gly Ser Leu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu 
130 135 

<210> 7 

<211> 58 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 7 

Met Gly Ser Pro Gly Ala Ser Leu Gly lie Lys Lys Ala Leu Gin Ser 
^ 5 10 15 

Glu Gin Ala Thr Ala Leu Pro Ala Ser Ala Pro Ala Val Ser Gin Pro 
20 25 30 

Thr Ala Pro Ala Pro Ser Cys Leu Pro Lys Ala Gly Gin Val lie Pro 
35 40 45 

Thr Leu Leu Arg Glu Ala Pro Phe Ser Ser 
50 55 

<210> 8 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 8 

Val lie Ala Pro Thr Leu Leu Cys Gly Phe Leu Phe Leu Ala Trp Val 

^ • 5 10 15 

Ala Ala 



<210> 9 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 9 

Leu lie Glu Glu Asp Pro Ser Ser Glu Glu Gly Arg Gin Glu Leu Ser 
^5 10 15 

His 



<210> 10 
<211> 25 
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<212> DlilA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce SC140 d' amplification par PCR. de fragments d*ADNc codant pour la 
SASPase complete. 

<400> 10 

taggatccat ggggagccca ggggc 25 

<210> 11 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce SC131 d» amplification par PCR d'ADNc codant pour la SASPase complete ou 

pour la forme 
tronqude SASPase Delta 1-84, 

<400> 11 • 

ttgaattctc agtgggatag ctcctgccgc 30 

<210> 12 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce SC130 d' amplification par PGR d'ADNc codant pour la SASPase dite Delta 
1-84. 

<4aO> 12 

gataggatcc atggccggga gcggagccag gag 33 

<210> 13 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial Sectuence 
<220> 

<223> Amorce SC134 d» amplification par RT-PCR. 

<400> 13 

ggccctgggt gtctacaata 20 

<210> 14 
<211> 20 
<212> DNA 
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<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce SC135 d* amplification par RT-PCai. 

<400> 14 

ttggccacct ttaccacatt 

<210> 15 

<211> 25 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 15 

Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr 
15 10 IS 

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe 
20 25 



<210> 


16 


<211> 


136 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


16 



Ser Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys He Gly Lys Val Pro 
15 10 15 

Val Arg Phe Leu Val Asp Ser Gly Ala Gin Val Ser Val Val His Pro 
20 25 30 

Asn Leu Trp Glu Glu Val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro 
35 40 45 

Phe Glu Asn Val Val Lys Val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys He Leu 
50 55 60 

Gly Val Trp Asp Thr Ala Val Ser Leu Gly Lys Leu Lys Leu Lys Ala 
65 70 75 80 

Gin Phe Leu Val Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala He He Gly Thr 
85 90 95 

Asp Val Leu Gin Asp His Asn Ala He Leu Asp Phe Glu His Arg Thr 
100 105 110 



Cys Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val Gly Gly Ser 
115 120 125 
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beu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu 
130 135 



<210> 


17 




<211> 


36 




<212> 


DNA 




<213> 


Homo Sapiens 


<220> 






<221> 


CDS 




<222> 


(1). 




<223> 






<400> 17 
ttc Ctg gtg 
Phe lieu Val 
1 


gac tct 
Asp Ser 
5 


<210> 


18 




<211> 


777 . 




<212> 


DNA 




<213> 


Homo 


Sapiens 


<220> 






<221> 


CDS 




<222> 


(1) . 


. (777) 


<223> 






<400> 


18 





10 



36 



atg gcc ggg age gga gcc agg agt gag gaa ggc cgc egg cag cat gcc 48 
Met Ala Gly Ser Gly Ala Arg Ser Glu Glu Qly Arg Arg Gin His Ala 
15 10 15 

ttc gtc ccg gaa cot ttt gat ggg gcc aat gtc gtc cca aac etc tgg 96 
Phe Val Pro Glu Pro Phe Asp Gly Ala Asn Val Val Pro Asn Leu Trp 
20 25 30 

ctg cac age ttt gaa gtc ate aat gac etc aac eat tgg gac cat ate 144 
Leu His Ser Phe Glu Val lie Asn Asp Leu Asn His Trp Asp His lie 
35 40 45 

acc aag eta agg ttc ctg aaa gag tec etc aga gga gag gcc ctg ggt 192 
Thr Lys Leu Arg Phe Leu Lys Glu Ser Leu Arg Gly Glu Ala Leu Gly 
50 55 60 

gtc tac aat agg etc agt ccc cag gac cag gga gac tat ggg act gtg 240 
Val Tyr Asn Arg Leu Ser Pro Gin Asp Gin Gly Asp Tyr Gly Tlir Val 
65 70 75 80 

aaa gag gcc etc ctg aag gcc ttt ggg gtc cct ggg get gcc ccc age 288 
Lys Glu Ala Leu Leu Lys Ala Phe Gly Val Pro Gly Ala Ala Pro Ser 
85 90 95 

cac ctg ccc aaa gag ate gtc ttt gcc aac age atg ggt aag ggc tac 336 
His Leu Pro Lys Glu lie Val Phe Ala Asn Ser Met Gly Lys Gly Tyr 
100 105 110 
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tat etc aag ggg aag att ggc aaa gtg ccc gtg agg ttc ctg gtg gac 384 
Tyr Leu Lys Gly hys lie Gly Lys Val Pro Val Arg Phe Leu Val Asp 
115 120 * 125 

tct ggg gcc cag gtc tct gtg gtc cac cca aac ttg tgg gag gag gtc 432 
Ser Gly Ala Gin Val Ser Val Val His Pro Asn Leu Trp Glu Glu Val 
130 135 140 

act gat ggc gat ctg gac acc ctg cag ccc ttt gag aat gtg gta aag 480 
Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro Phe Glu Asn Val Val Lys 
3.45 150 155 160 

gtg gcc aat ggt get gaa atg aag ate ctg ggt gtc tgg gat aca gcg 528 
Val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys lie Leu Gly Val Trp Asp Thr Ala 
165 170 175 

gtg tec eta ggc aag ctg aag ctg aag gca cag ttc eta gtg gcc aat 576 
Val Ser .Leu Gly Lys Leu Lys Leu Lys Ala Gin Phe Leu Val Ala Asn 
180 185 190 

gcg agt gee gag gaa gcc ate att ggc act gat gtg etc cag gac cac 624 
Ala Ser Ala Glu Glu Ala lie He Gly Thr Asp Val Leu Gin Asp His 
195 200 205 

aat get ate ctg gac ttt gag cac cgc aca tgc ace ctg aaa ggg aag 672 
Asn Ala He Leu Asp Phe Glu His Arg Thr Cys Thr Leu Lys Gly Lys 
210 215 220 

aag ttt cgc ctt ctg cct gtg gga ggg tec ctg gaa gat gag ttt gac 720 
Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val Gly Gly Ser Leu Glu Asp Glu Phe Asp 
225 230 235 240 

ctg gag etc ata gag gag gac ccc tec tea gaa gaa ggg egg cag gag 768 
Leu Glu Leu He Glu Glu Asp Pro Ser Ser Glu Glu Gly Arg Gin Glu 
245 250 255 



eta tec cac 
Leu Ser His 



<210> 19 

<211> 1029 

<212> DMA 

<213> Homo Sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1>..(1029) 
<223> 

<400> 19 



atg ggg age cca ggg gee age eta ggc ate aaa aag get ctg cag agt 
Met Gly Ser Pro Gly Ala Ser Leu Gly He Lys Lys Ala Leu Gin Ser 
3-5 10 15 

gaa cag gcc aca gca ctg cct gcc tct gcc cca gca gtc age cag ccg 
Glu Gin Ala Thr Ala Leu Pro Ala Ser Ala Pro Ala Val Ser Gin Pro 
20 25 30 

acc gcg cct get ccc tee tgc ttg ccc aag gee gga eaa gtc ate ccc 
Thr Ala Pro Ala Pro Ser Cys Leu Pro Lys Ala Gly Gin Val He Pro 
35 40 45 



777 



48 



96 



144 
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act ctg ctt cga gag gcc ccg ttt tec age gtg att gcg ccg aea ctg 192 
Thr lieu Leu Arg Glu Ala Pro Phe Ser Ser Val He Ala Pro Thr Leu 
50 55 BO 

etc tgt ggg ttt etc ttc ttg gcg tgg gtt get get gag gtt cca gag 240 
Leu Cys Gly Phe Leu Phe Leu Ala Trp Val Ala Ala Glu Val Pro Glu 
65 70 75 80 

gag age age agg atg gcc ggg age gga gcc agg agt gag gaa ggc cgc 288 
Glu Ser Ser Arg Met Ala Gly Ser Gly Ala Arg Ser Glu Glu Gly Arg 
85 90 95 

egg cag cat gcc ttc gtc ccg gaa cct ttt gat ggg gcc aat gtc gtc 335 
Arg Gin His Ala Phe Val Pro Glu Pro Phe Asp Gly Ala Asn Val Val 
100 105 110 

cca aac etc tgg ctg cac age ttt gaa gtc ate aat gac etc aac cat 384 
Pro Asn Leu Trp Leu His Ser Phe Glu Val He Asn Asp Leu Asn His 
115 120 125 

tgg gac cat ate ace aag eta agg ttc ctg aaa gag tee etc aga gga 432 
Trp Asp His He Thr Lys Leu Arg Phe Leu Lys Glu Ser Leu Arg Gly 
130 135 140 

gag gcc ctg ggt gtc tac aat agg etc agt ccc cag gac cag gga gac 480 
Glu Ala Leu Gly Val Tyr Asn Arg Leu Ser Pro Gin T^p Gin Gly Asp 
"5 150 155 160 



tat ggg act gtg aaa gag gee etc ctg aag gcc ttt ggg gtc cct ggg 528 
Tyr Gly Thr Val Lys Glu Ala Leu Leu Lys Ala Phe Gly Val Pro Gly 
165 170 175 

get gcc ccc age cac ctg ccc aaa gag ate gtc ttt gcc aac age atg 576 
Ala Ala Pro Ser His Leu Pro Lys Glu lie Val Phe Ala Asn Ser Met 
ISO 185 190 

ggt aag ggc tac tat etc aag ggg aag att ggc aaa gtg ccc gtg agg 624 
Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys He Gly Lys Val Pro Val Arg 
195 200 205 



ttc ctg gtg gac tct ggg gcc cag gtc tct gtg gtc cac cca aac ttg 
Phe Leu Val Asp Ser Gly Ala Gin Val Ser Val Val His Pro Asn Leu 
210 215 220 



672 



tgg gag gag gtc act gat ggc gat ctg gac ace ctg cag ccc ttt gag 720 
Trp Glu Glu Val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro Phe Glu 
225 230 235 240 

aat gtg gta aag gtg gcc aat ggt get gaa atg eiag ate ctg ggt gtc 768 
Asn Val Val Lys Val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys He Leu Gly Val 
245 250 255 

tgg gat aca gcg gtg tec eta ggc aag ctg aag ctg aag gea cag ttc 816 
Trp Asp Thr Ala Val Ser Leu Gly Lys Leu Lys Leu Lys Ala Gin Phe 
260 265 270 

eta gtg gcc aat gcg agt gcc gag gaa gee ate att ggc act gat gtg 864 
Leu Val Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala He He Gly Thr Asp Val 
275 280 285 

etc cag gac cac aat get ate ctg gac ttt gag cac cgc aea tge ace 912 
Leu Gin Asp His Asn Ala He Leu Asp Phe Glu His Arg Thr Cys Thr 
290 295 300 

ctg aaa ggg aag aag ttt cgc ctt ctg cct gtg gga ggg tec ctg gaa 960 
Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val Gly Gly Ser Leu Glu 
305 310 315 320 

gat gag ttt gac ctg gag etc ata gag gag gac ccc tec tea gaa gaa 1008 
Asp Glu Phe Asp Leu Glu Leu He Glu Glu Asp Pro Ser Ser Glu Glu 
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325 330 335 

ggg egg cag gag eta tec cac 1029 
Gly Arg Gin Glu Leu Ser Hie 
340 

<210> 20 

<211> 414 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (414) 

<223> 

<400> 20 

gee aac age atg ggt aag ggc tac tat etc aag ggg aag att ggc aaa 48 
Ala Asn Ser Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys lie Gly Lys 
3-5 10 15 

gtg ccc gtg agg ttc ctg gtg gac tct ggg gcc cag gtc tct gtg gtc 96 
Val Pro Val Arg Phe Leu Val Asp Ser Gly Ala Gin Val Ser Val Val 
20 25 30 

cac cca aac ttg tgg gag gag gtc act gat ggc gat ctg gac acc ctg 144 
His Pro Asn Leu Trp Glu Glu Val Th.r Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu 
35 40 45 

cag ccc ttt gag aat gtg gta aag gtg gcc aat ggt get gaa atg aag 192 
Gin Pro Phe Glu Asn Val Val Lys Val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys 
50 55 60 

ate ctg ggt gtc tgg gat aca gcg gtg tec eta ggc aag ctg aag ctg 240 
lie Leu Gly Val Trp Asp Thr Ala Val Ser Leu Gly Lys Leu Lys Leu 
65 70 75 80 

aag gca cag ttc eta gtg gee aat gcg agt gee gag gaa gee ate att 288 
Lys Ala Gin Phe Leu Val Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala He He 
85 90 95 

ggc act gat gtg etc cag gac cac aat get ate ctg gac ttt gag cac 336 
Gly Thr Asp Val Leu Gin Asp His Asn Ala He Leu Asp Phe Glu His 
100 105 110 

cgc aca tgc acc ctg aaa ggg aag aag ttt cgc ctt ctg cet gtg gga 384 
Arg Thr Cys Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val Gly 
115 120 125 

ggg tec ctg gaa gat gag ttt gac ctg gag 414 
Gly Ser Leu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu 
130 135 

<210> 21 

<211> 174 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<220> 

<221> CDS 
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<222> (1)..(174) 

<223> 

<400> 21 

atg ggg age cca ggg gcc age eta ggc ate aaa aag get ctg cag agt 
Met Gly Ser Pro Gly Ala Ser Leu Gly lie Lys Lys Ala Leu Gin Ser 
15 10 15 

gaa eag gee aca gca ctg cct gcc tet gcc cca gca gtc age cag ecg 
Glu Gin Ala Thr Ala Leu Pro Ala Ser Ala Pro Ala Val Ser Gin Pro 
20 25 30 

ace gcg cct get cec tec tgc ttg cce aag gcc gga caa gtc ate ecc 
Thr Ala Pro Ala Pro Ser Cys Leu Pro Lys Ala Gly Gin Val He Pro 
35 40 45 

act ctg.ctt ega gag gcc ccg ttt tee age 
Thr Leu Leu Arg Glu Ala Pro Phe Ser Ser 

55 



50 




<210> 


22 


<211> 


54 


<212> 


DNA 


<213> 


Homo Sapiens 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) (54) 


<223> 




<400> 


22 



gtg att gcg ccg aca ctg etc tgt ggg ttt etc ttc ttg gcg tgg gtt 
Val He Ala Pro Thr Leu Leu Cys Gly Phe Leu Phe Leu Ala Trp Val 
1 5 10 15 

get get 

Ala Ala « 

<210> 23 

<211> 51 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<220> 

<221> CDS 
<222> (1)..(51) 
<223> 
<400> 23 

etc ata gag gag gac cec tec tea gaa gaa ggg egg eag gag eta tec 
Leu He Glu Glu Asp Pro Ser Ser Glu Glu Gly Arg Gin Glu Leu Ser 
15 10 15 



cac 
His 
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<210> 24 

<211> 408 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (I).. (408) 

<223> 

<400> 24 

age atg ggt aag ggc tac tat etc aag ggg aag att ggc aaa gtg ccc 48 
Ser Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Deu Lys Gly Lys He Gly Lys Val Pro 
15 10 15 

gtg agg ttc ctg gtg gac tct ggg gcc cag gtc tct gtg gtc cac cca 96 
Val Arg Phe Leu Val Asp Ser Gly Ala Gin Val Ser Val Val His Pro 
20 25 30 

aac ttg tgg gag gag gtc act gat ggc gat ctg gac acc ctg cag ccc 144 
Asn Leu Trp Glu Glu Val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro 
35 40 45 

ttt gag aat gtg gta aag gtg gcc aat ggt get gaa atg aag ate ctg 192 
Phe Glu Asn Val Val Lys Val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys He Leu 
50 55 60 

ggt gtc tgg gat aca gcg gtg tec eta ggc aag ctg aag ctg aag gca 240 
Gly Val Trp Asp Thr Ala Val Ser Leu Gly Lys Leu Lys Leu Lys Ala 
65 70 75 80 

cag ttc eta gtg gee aat gcg agt gcc gag gaa gcc ate att ggc act 288 
Gin Phe Leu Val Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala He He Gly Thr 
85 90 95 

gat gtg etc cag gac cac aat get ate ctg gac ttt gag cac cgc aca 336 
Asp Val Leu Gin Asp His Asn Ala He Leu Asp Phe Glu His Arg Thr 
100 105 110 

teg acc ctg aaa ggg aag aag ttt cgc ctt ctg cct gtg gga ggg tec 384 
Ser Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val Gly Gly Ser 
115 120 125 

ctg gaa gat gag ttt gac ctg gag • 408 

Leu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu 
130 135 
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